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Wir selbst müssen die Veränderung sein, die wir in 
der Welt sehen wollen. (Mahatma Gandhi) 
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In dieser Arbeit wurde die Leitstruktur des Saccharidmimetikums 3-ß-D-Galactopyranosyl-
oxymethyl-4-sulfatomethylfuran (Galactosulfatofuran - GSF) optimiert. GSF hemmt die 
Bindung von humanen Melanomzellen an Proteine der Extrazellulärmatrix und unterbindet 
die zweidimensionale Zellmigration. Die dafür notwendigen GSF-Konzentrationen liegen 
allerdings im millimolaren-Bereich. Darüberhinaus sollten die optimierten GSF-Analoga, - 
dem Konzept der „Green Chemistry“ folgend, - gegenüber der Leitstruktur besser biologisch 
abbaubar sein. Das im Laufe dieser Arbeit erarbeitete Konzept enthält Optimierungen durch 
Austausch und Variation verschiedener Strukturelemente der Leitstruktur. Dazu zählten zum 
einen der Austausch der Galactose durch andere Saccharide und zum anderen die 
Modifikation des Core-Moleküles, Furan. Weiterhin wurden sowohl am glycosidischen Teil 
als auch am Furan-Core verschiedene Umfunktionalisierungen durchgeführt. Die von mir 
synthetisierte Substanzbibliothek wurde in verschiedenen biologischen Assays untersucht 
und zusammen mit Molecular Modelling gelang es Rückschlüsse auf die für den 
Wirkmechanismus und die biologische Abbaubarkeit der Saccharidmimetika notwendigen 
Strukturkriterien zu ziehen. 
Hierbei wurde deutlich, dass D-Galactose das optimale Saccharid ist, als Core-Molekül 
erwies sich 3,4-Bishydroxymethylfuran  als die wirksamste Struktureinheit. 
Weitere Optimierungen stellten Umfunktionalisierungen der Galatose dar. Durch Anwendung 
gezielter Schutzgruppenstrategien konnte Galactose an Position 6 sulfatiert werden, so dass 
das zweifach sulfatierte Saccharidmimetikum  3-(6-Sulfato--D-galactopyranosyl-oxymethyl)-
4-(sulfatomethyl)-furan (Galacto-bis-sulfatofuran - GSSF)  erhalten wurde, welches im 
Vergleich zur Leitstruktur GSF  ein deutlich potenterer Inhibitor der Zellmigration ist.  
Um den Einfluss der funktionellen Gruppe an der Position 3 des 3,4-Bishydroxymethylfurans 
beurteilen zu können, wurde die Sulfatgruppe durch andere Funktionalitäten ersetzt. Die 
optimale Verbesserung der Leitstruktur stellt das fluorierte Saccharidmimetikum 3--D-
Galactopyranosyloxymethyl-4-fluoromethylfuran (Galactofluorofuran - GFF) dar, welches in 
50fach geringerer Konzentration als GSF die Adhäsion von Melanomzellen an Fibronectin 
hemmt. Darüberhinaus war GFF im Test mit Klärschlammbakterien deutlich besser 
biologisch abbaubar als die Leitstruktur GSF. 
Das Ziel dieser Arbeit – eine Optimierung der biologischen Wirksamkeit monoglycosidischer 
Saccharidmimetika parallel zu einer Verbesserung ihrer biologischen Abbaubarkeit - wurde 
erreicht. Weiterhin können aus den erhaltenen Ergebnissen Rückschlüsse auf die 
Wirkmechanismen dieser Klasse von Inhibitoren gezogen werden. Chelatoren wie GSSF 
eignen sich als potente Inhibitoren der Zellmigration, wogegen halogenierte Saccharid-
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mimetika wie z.B. GFF die Zelladhäsion an Extrazellulärmatrix-Proteine wie Fibronectin 
hemmen.  
 Summary  






The aim of this project was to optimise the lead compound 3-ß-D-Galactopyranosyl-
oxymethyl-4-sulfatomethylfurane (galactosulfatofurane - GSF). GSF inhibits cell adhesion to 
proteins of the extracellular matrix as well as cell migration, but the necessary GSF 
concentrations are in the millimolar range. In addition the optimised analogues should be 
better biodegradable than the lead compound GSF in line with the concept of “green 
chemistry”. The developed strategy included improvements by exchanging and varying the 
different structural elements of the lead compound.  
In various biological assays and by molecular modelling the structural requirements of the 
saccharide mimetics for biological activity and to make them biodegradable were elucidated. 
D-galactose was thereby found to be the optimal saccharide and. 3,4-
bishydroxymethylfurane the most effective structural unit as core molecule. By applying 
protecting group strategies at position 6 of D-galactose this position was sulfated yielding 3-
(6-sulfato--D-galactopyranosyl-oxymethyl)-4-(sulfatomethyl)-furane (galacto-bis-sulfato-
furane - GSSF), which in comparison to the lead compound GSF is a much more effective 
inhibitor of melanoma cell migration.  
To assess the influence of the functional groups on the furane core the sulfate was replaced 
by other functionalities. The best optimisation of the lead compound was achieved with the 
fluorinated furan 3--D-galactopyranosyloxymethyl-4-fluoromethylfurane (galacto-
fluorofurane - GFF), which inhibits the adhesion of melanoma cells to fibronectin at a 50-fold 
lower concentration than GSF. Moreover GFF showed a significantly improved 
biodegradability in one of the tests with sewage sludge bacteria than the lead compound 
GSF. 
The aims of this thesis - the optimisation of the biological activity of monoglycosylated 
saccharides concomitant with an improved biodegradability - have been achieved. In addition 
conclusions about the structural requirements necessary to inhibit cell migration and 
adhesion were derived from the experimental results. Chelating agents such as GSSF are 
suitable as potent inhibitors of cell migration, whereas halogenated saccharide mimetics e.g. 
GFF inhibit cell adhesion to extracellular matrix proteins such as fibronectin. 
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4.1 Krebs  
Jedes Jahr erkranken in Deutschland mehr als 395.000 Menschen an Krebs, davon rund 
195.000 Frauen und 200.000 Männer. Die meisten Fälle treten im Alter von über 60 Jahren 
auf. Die unter 60-jährigen machen mit etwa 107.000 Fällen nur rund ein Viertel der Krebs-
Neuerkrankungen aus. Einer US-Studie zufolge sterben weltweit jeden Tag etwa 20.000 
Menschen an den Folgen einer Krebserkrankung[1]. Somit zählt Krebs, trotz des 
medizinischen Fortschritts der in den vergangenen Jahrzehnten erzielt wurde, zu den 
häufigsten Todesursachen[2]. 
Behandlungsmethoden wie Chemotherapie, Bestrahlung oder chirurgische Eingriffe haben 
sich bisher nicht in allen Fällen als ausreichend erwiesen, um die Krankheit Krebs zu heilen. 
Zwar können eine Vielzahl von Tumortypen aufgrund ihrer Histologie unterschieden werden, 
aber selbst im Tumor liegt keine Uniformität der Zellen vor. Weiterhin zeigt beispielsweise die 
Chemotherapie, die in wichtige Prozesse wie DNA-Replikation und Zellzyklus eingreift, um 
Tumore zu zerstören, eine unspezifische Wirkung. Oft ist eine Chemotherapie mit einer 
Vielzahl von Nebenwirkungen verbunden. Aufgrund dieser Tatsache ist die Entwicklung 
neuartiger Chemotherapeutika mit einer höheren Selektivität und somit auch geringeren 
Nebenwirkungen eine wichtige Aufgabe in der Wirkstoffentwicklung (Drug Development). 
 
4.2 Metastasierung 
Die Fähigkeit von Krebszellen, in Organen Metastasen zu bilden, ist ein  komplexer und 
mehrstufiger Prozess (siehe Abbildung 1). 
Zuerst erfolgt die Ablösung von Tumorzellen aus dem Zellverband des Primärtumors. Sie 
verschaffen sich nach Invasion und Penetration des stromalen Gewebes Zugang zum 
Lymph- oder Blutgefäßsystem[3]. Diese Prozesse werden erst durch die Produktion 
proteolytischer Enzyme, z.B. Matrix-Metalloproteinasen, in den Tumor- oder Stromazellen 
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Im Primärtumor erfolgt ebenfalls die Neubildung von Blutgefäßen (Angiogenese), über die 
die Tumorzellen in das umliegende Gewebe wandern (Invasion) und schließlich die 
Basalmembran und das Endothel von Blut- oder Lymphgefäßen (Intravasation) 
durchbrechen, den Primärtumor verlassen und in den Blutkreislauf eintreten können.  
Weiterhin können Tumorzellen das Blutkreislaufsystem indirekt über das Lymphsystem 
erreichen. Die im Blut zirkulierenden Tumorzellen werden u.a. immunologischen 
Interaktionen mit Lymphozyten oder natürlichen Killerzellen ausgesetzt, so dass 
wahrscheinlich nur wenige Tumorzellen diese Phase überleben[6]. Innerhalb von Aggregaten 
zeigen Tumorzellen einen Überlebensvorteil im Blut. Aufgrund des Schutzes durch 
Aggregation können die Tumorzellen nach Gefäßextravasation und Einwanderung in das 
Organparenchym Fernmetastasen bilden.  
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Abbildung 2: Mechanismen der Metastasierung
[7] 
4.3 Die Zelloberfläche 
Durch die Plasmamembran (siehe Abb. 3) wird das Innere einer Zelle vom Äußeren 
abgegrenzt. Über die  Zelloberfläche tritt sie mit der Außenwelt in Kontakt. Die 
Plasmamembran umschließt die in das Cytosol eingebetteten Organellen der Zelle und 
erhält auf diese Weise die lebenswichtige Verschiedenartigkeit des intra- und extrazellulären 
Milieus. Die Grundstruktur der Plasmamembran besteht aus einer dünnen Schicht aus Lipid- 
und Proteinmolekülen, die vor allem durch nicht-kovalente Wechselwirkungen 
zusammengehalten werden. Die Lipidmoleküle zeichnen sich durch ihren amphiphilen 
Charakter aus, d.h. sie besitzen ein hydrophiles (polares) und ein hydrophobes (unpolares) 
Ende. Dadurch können sich Lipide im wässrigem Milieu zu einer etwa 5 nm dicken 
Doppelschicht zusammenlagern, in welcher die polaren Köpfe dem wässrigem Milieu 
zugewandt sind, während sich die unpolaren Enden dicht aneinanderreihen. In diese Lipid-
Doppelschicht sind verschiedene Proteine eingebettet, welche bestimmte Funktionen für die 
Zelle erfüllen. 
Die Membranproteine gewährleisten den aktiven Stofftransport und erzeugen einen 
Ladungs- und Ionengradienten zwischen dem extrazellulären Raum und dem Cytosol. Viele 
Proteine durchdringen die Membran und verbinden auf diese Weise das Cytoskelett der 
Zelle mit der Extrazellulären Matrix (ECM) oder benachbarten Zellen. Man bezeichnet solche 
Moleküle  als Adhäsionsmoleküle. Sie haben weiterhin die Funktion, extrazelluläre Signale 
über eine spezifische Kaskade in das Innere der Zelle zu leiten. Adhäsionsmoleküle sind 
häufig glycosyliert, zeigen innerhalb der Lipid-Doppelschicht eine große Beweglichkeit und 
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Abbildung 3: Aufbau der Plasmamembran
[8] 
 
Zellen binden über vier verschiedene Klassen von Proteinen an die ECM oder an 
benachbarte Zellen: Lectine, Cadherine, Integrine und Immunoglobuline. 
Im Folgenden werden einige Oberflächenrezeptoren, welche für die Adhäsion, Migration und 
Invasion von Tumorzellen von großer Bedeutung und für die vorliegende Arbeit grundlegend 




Lectine werden als kohlenhydratbindende Proteine definiert, die weder zu den 
Immunoglobulinen gehören noch eine enzymatische Aktivität aufweisen[9]. Sie binden 
reversibel und mit sehr hoher Spezifität Mono- und Oligosaccharide sowie verzuckerte, 
makromolekulare Strukturen wie Ribonukleoproteine, Phospholipide, Integrine oder Proteine 
der ECM. 
Kohlenhydrate spielen eine wichtige Rolle als Informationsträger in biologischen Systemen, 
denn durch ihre Struktur können verknüpfte Saccharidmoleküle eine weit höhere 
Informationsvielfalt erreichen als zum Beispiel Peptide[10]. Zwei unterschiedliche 
Aminosäuren A und B, welche über peptidische Bindungen miteinander verknüpft werden, 
können maximal zwei unterschiedliche Moleküle, nämlich A-B und B-A, bilden, während eine 
Hexopyranose über das C
1
-Atom mit jeweils fünf verschiedenen Hydroxygruppen einer 
zweiten Hexopyranose glycosidisch vernüpft werden kann. Weiterhin entstehen durch diese 
Glycosylierungsschritte zwei verschiedene stereochemische Verbindungen, und zwar durch 
die Ausbildung einer α- und einer β- glycosidischen Bindung am C1-Atom. Damit ergeben 
sich für die Verknüpfung zweier identischer Hexopyranosen A und A bereits elf 
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unterschiedliche Strukturen. Die Bindung zweier unterschiedlicher Hexopyranosen A und B 
ergibt 20 verschiedene Strukturmöglichkeiten für das Disaccharid AB. Die Anzahl an 
Variationsmöglichkeiten steigt mit der Anzahl an Saccharidbausteinen weiter an, so dass 
Kohlenhydrate aufgrund ihrer Struktur geradezu prädestiniert erscheinen, biologische 
Information zu verschlüsseln[10]. 
Im zellulären System treten Kohlenhydrate als komplexe, verzweigte Oligosaccharide auf, 
die über ein Sauerstoff- (O-glycosidisch) oder ein Stickstoffatom (N-glycosidisch) an Lipide 
oder Proteine (=Glycokonjugate) gekoppelt sind. Als monosaccharidische Bausteine der 
Oligosaccharide dienen hauptsächlich D-Glucose (Glc), D-Galactose (Gal), D-Mannose 
(Man), N-Acetyl-glucosamin (GlcNAc), N-Acetyl-galactosamin (GalNAc) sowie L-Fucose 
(Fuc) und N-Acetylneuraminsäure (Neu5Ac). Sie bilden, wie in Abbildung 4 gezeigt, in allen 
N-Glycoproteinen eine pentasaccharidische Kernregion mit der Struktur Man(α1-6)[Man(α1-
3)]Man(β1-4)GlcNAc(β1-4)GlcNAc, welche bereits in zwei Richtungen verzweigt ist. Durch 




Abbildung 4: Die exemplarische Struktur eines N-Glycoprotein-Oligosaccharids. Die 
gemeinsame Core-Region der N-Glycoproteine ist grün unterlegt
[10]
. 
Wie bereits erwähnt übernehmen Lectine die Funktion,  Saccharide zu erkennen und zu 
binden. Alle Lectine haben ein gemeinsames Merkmal, und zwar das Vorhandensein von 
mindestens einer Kohlenhydraterkennungsdomäne (CRD: carbohydrate recognition domain). 
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Ihre Bindungsstärke an Monosaccharide ist sehr gering, mit zunehmender Anzahl 
gebundener Kohlenhydratbausteine steigt sie jedoch an. Das erklärt zum einen, warum 
Lectine häufig mehr als eine CRD besitzen, und zum anderen, warum oligosaccharidische 
Strukturen vielfache Verzweigungen aufweisen. Durch die Ausbildung polyvalenter 
Wechselwirkungen zwischen Lectinen und Oligosacchariden erfolgt eine drastische 
Erhöhung ihrer Affinität.  
Lectine werden in vier Hauptgruppen unterteilt[9]: 
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung der 
Hauptgruppen löslicher und membrangebundener 
tierischer Lectine. C3: regulatorische 
Komplement-Komponente. CL: C-Typ-Lectin; EG: 
EGF-like; IG(12): Immunglobulin-C-Set; IL: I-Typ-






Diese Klasse der Lectine mit über 50 Varianten 
besitzt als gemeinsames Merkmal eine 
hochkonservierte carbohydrate recognition 
domain (CRD). Alle besitzen eine Ca2+- 
abhängige Bindungsdomäne.  Kohlenhydrate wie 
Galactose oder Mannose fungieren hier als primäre, niedrigaffine Liganden der CRD. C-Typ-
Lectine kommen sowohl in membranständiger als auch in löslicher Form vor und können bis 
zu zehn CRDs besitzen. Wichtige Subfamilien der C-Typ-Lectine sind 
 
 Collectine mit einer N-terminalen Collagendomäne und einer C-terminalen CRD. 
 L-, E-, P-Selectine als wichtige Zelladhäsionsmoleküle, die mit einer zusätzlichen 
EGF-„like“-Domäne sowie mit einer variablen Anzahl an Homologen der Komplement 
bindenden Proteine ausgestattet sind und sialylierte und/oder sulfatierte 
Abkömmlinge von Lewisx-und Lewisa-Oligosaccharide binden. 
 CD23, ein IgE-Rezeptor auf hämatopoetischen Zellen, der mit 2-Integrinen auf 




Diese Lectin-Klasse ist Ca2+-unabhängig und umfasst 14 verschiedene Galectine. Sie binden 
primär an die Galactoseeinheit von N-Acetyllactosamin. Dennoch zeigen die Subgruppen 
eine sehr differenzierte Glycanbindungsspezifität. Die meisten Galectine besitzen zwei CRDs 
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oder liegen als Homodimere vor und sind so funktionell bivalent. Es sind lösliche Proteine, 
die meist intrazellulär im Cytoplasma und im Zellkern lokalisiert sind[11]. 
Galectin-1 induziert die Apoptose von aktivierten T-Lymphozyten. Möglicherweise stimuliert 
es die vermehrte Expression von Interferon-(IFN-)--Rezeptoren, wodurch die aktivierten T-
Lymphozyten sensitiver gegenüber der IFN--induzierten Apoptose werden. Galectin-3 zeigt 
in unterschiedlichen Tumorzelllinien antiapoptotische Effekte. Die Transfektion von Galectin-
3 in Tumorzellen scheint zumindest in vitro deren Invasivität zu steigern.  Die kontroversen 
Einflüsse von Galectin-1 und Galectin-3 auf die Apoptoseregulation können jedoch das 
Tumorwachstum und Metastastierungsvorgänge gemeinsam fördern. Durch den 
antiapoptotischen Effekt von Galectin-3 im Tumorgewebe wird das Überleben von 
Tumorzellen begünstigt, während der proapoptotische Effekt von Galectin-1 auf aktivierte T-
Lymphozyten die immunologische Abwehr unterdrückt, so dass das Tumorwachstum 
unterstützt wird. Diese gegenläufigen Effekte der Galectine können durch eine 
verschiedenartige Bindung an Adhäsionsmoleküle erklärt werden. 
 
Abbildung 6: Galectine als multifunktionale Modulatoren der Zelladhäsion
[12]
. 
Wie oben bereits erwähnt, können Galectin-vermittelte Effekte entweder inhibitorisch oder 
fördernd verlaufen[12]. In Abbildung 6 sind diese beiden gegenläufigen Mechanismen 
dargestellt. In A wird deutlich, dass die Bindung von Glykanen an ein Integrin oder Matrix-
Glycoprotein die Bindung der Zellen an die Extrazellulärmatrix durch sterische Hinderung 
inhibiert. Daraus resultiert eine schwächere Adhäsion der Zellen an die ECM. Hierbei agiert 
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Galectin als monovalentes Lectin. Bivalentes Galectin (B) jedoch bindet gleichzeitig an die 
Zelloberfläche und Matrix-Rezeptoren, so dass daraus eine stärkere Adhäsion resultiert. Ob 
eine mono- oder bivalente Bindung der verschiedenen Galectine möglich ist, hängt dabei 
neben ihrer Anzahl an CRDs von ihrer Konzentration im extrazellulären Raum ab. Galectin-3, 
das eine CRD besitzt, zeigt in mikromolaren Konzentrationen eine Zusammenlagerung 
zweier Moleküle zum Dimer, welches in der Lage ist, bivalente Bindungen einzugehen[12].  
 
I-Typ-Lectine 
Die I-Typ-Lectine werden der Immunoglobulinfamilie zugerechnet. Sie verfügen über 
zusätzliche Lectindomänen mit Affinitäten zu Sialinsäure (Siglecs), mannosereichen 
Strukturen (z.B. N-CAM) oder Glycosaminglycanen („intracellular adhesion molecule-1“ 
ICAM-1). Die Siglecs (sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectins) binden negativ 
geladene N-Acetylneuraminsäure (=Sialinsäure), die insbesondere in der Zell-Zell-
Erkennung eine große Rolle spielt. 
 
P-Typ-Lectine 
Die membrangebundenen P-Typ-Lectine unterscheiden sich von allen anderen Lectinen 
durch ihre Fähigkeit, phosphorylierte Mannosereste zu binden und übernehmen wichtige 
Funktionen bei Transport und  Integration neu synthetisierter lysosomaler Enzyme in 
Kompartimente des trans-Golgi-Netzwerks und der Endosomen. Zwei bekannte Vertreter 
sind der „cation-dependent mannose-6-phosphate receptor“ (CD-MPR) und der „insulin-like 




Integrine sind transmembrane Proteine, die je aus einer - und einer -Untereinheit 
bestehen, welche nicht kovalent miteinander verknüpft sind. Die bisher bekannten 18 α-
Untereinheiten variieren in ihrer Größe zwischen 120 und 180 kDa. Von den  β-
Untereinheiten sind bisher 8 bekannt. Ihre Größe liegt zwischen 90 und 110 kDa. Insgesamt 
sind 24 Integrin-Rezeptoren bekannt, die sich aus verschiedenen Kombinationen der beiden 
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1 1 Collagen, Laminin  ++ 
2 Collagen, Laminin DGEA + 
3 Fibronectin, Laminin, 
Collagen 
RGD + + 
4 Fibronectin, VCAM-1 EILDV  
5 Fibronectin RGD +/- 
6 Laminin  + + 
7 Laminin  + + 
8 ?  ? 
v Vitronectin, Fibronectin RGD + + 
 L ICAM-1, ICAM-2  ? 
M C3b GPRP ? 
 IIb Fibrinogen, Fibronectin, 
von Willebrand Faktor, 
Vitronectin, 
Thrombospondin 
RGD, KQAGDV + 
v Vitronectin, Fibrinogen, 




RGD + + 
 6 Laminin  - 
 v Vitronectin RGD ++ 
 v Fibronectin RGD ++ 
  Fibronectin, VCAM-2 EILDV ? 
Tabelle 1: Übersicht einiger Integrine, ihrer Liganden und der Aminosäuresequenz, die an die 




Eine Kombination aller - und - Unterheiten würde rein theoretisch mehr als 100 
verschiedene Rezeptoren ergeben, jedoch ist in Wirklichkeit die Zahl der Integrine viel 
geringer. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, binden viele -Untereinheiten nur bestimmte -
Untereinheiten und umgekehrt. Die Spezifität für verschiedene Liganden ist nicht strikt, 
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jedoch besitzt eine Vielzahl von Integrinen eine Affinität für die Peptidsequenz Arg-Gly-Asp 
(RGD-Sequenz).  
Im Vergleich zur Protein-Saccharid-Interaktion ist die Protein-Protein-Interaktion zwischen 
Integrinen und deren Liganden um den Faktor 100 stabiler. 
Xiong et al entschlüsselte 2001 die exakte Kristallstruktur des extrazellulären Teils des 
Integrins v3.  
Abbildung 7: Kristallstruktur des extrazellulären 
Segments des Integrins v. Die v-Untereinheit ist 




Die hier dargestellte Struktur des extrazellulären 
Segments von v3 zeigt, dass die beiden 
Untereinheiten (v=blau; 3= rot) sich in eine Kopf- 
und Stelzenregion einteilen lassen. Die Kopfgruppe 
der Integrine ist die αvβ3-spezifische 












Schema 1: Aminosäuresequenz des RGD-
Liganden 
 
Die Kopfgruppe der -Untereinheit besteht aus einem siebenblättrigen Propeller, wobei jedes 
Blatt aus einem viersträngigen, antiparallelen -Faltblatt besteht. Die A-Domäne der -
Untereinheit zeigt eine Rossmann-Faltung, die ebenso in den Gb-Domänen und den A-
Domänen der Integrine gefunden wurde (siehe Abbildung 8)[17]. Der zentrale Rest zwischen 
- und -Untereinheit scheint Arg261 der -Untereinheit zu sein, das sich in den b-Propeller 
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a)Der -Propeller der -Untereinheit. Die N-
terminale Domäne der -Untereinheit bildet 
einen siebenblättrigen Propeller. Die rote sowie 
die orangefarbene Schleife sind beim Binden 
des Liganden bzw. bei der Wechselwirkung mit 
dem Urokinase-Rezeptor uPAR (im Falle von 
32) involviert. 
 
b)Die A-Domäne der -Untereinheit. Arg261 
schiebt sich in den -Propeller der -
Untereinheit. Das Binden des Liganden erfolgt 
in der Nähe des Arg261. 
 
c)Kation-π-Wechselwirkung  zwischen Arg261 
von 3 (rot) und umgebende Arylreste von v 
(gelb) stabilisieren die Interaktion der 
Kopfgruppen. Kation-π–Wechselwirkungen 
sind ideal für die Regulation von Protein-
Protein-Wechselwirkungen: Geringe 
Änderungen in der Position der involvierten 
Reste können die anziehende Wechselwirkung 
in Abstoßung verwandeln und damit große 
Konformationsänderungen induzieren. 
 
Abbildung 9 zeigt die Struktur des Integrins 
v3 im Komplex mit dem RGD-Liganden 
cyclo(RGDf-N{Me}V)[18].  
 
Abbildung 9: Struktur von V3 im Komplex 
mit cyclo(RGDf-N{Me}1V). 
 
Durch die Komplexierung mit dem 
Liganden ändert sich die Struktur der 
extrazellulären Domäne des v3-Integrins 
im Kristall jedoch kaum[17,18]. Dies 
begründet sich womöglich in 
Kristallkontakten, die große Bewegungen und räumliche Veränderungen verhindern. 
Weiterhin treten durch die Komplexierung nur minimale Strukuränderungen der -
Untereinheit auf. Die größte Veränderung zeigt sich jedoch in der -Untereinheit nahe der 
Bindungsstelle.  
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Die Interaktion mit dem RGD-Liganden ist metallionenabhängig. Aufgrund dieser Tatsache 
wird die Ligandenbindungsdomäne auch als MIDAS-Region bezeichnet (metal ion- 
dependent adhesion site). An diese Region bindet der Ligand über elektrostatische 
Wechselwirkungen der beiden geladenen Aminosäuren Arg und Asp, wobei Asp mit positiv 
geladenen Metallionen in der β-Untereinheit interagiert, während Arg mit zwei negativ 
geladenen Asparaginsäureresten der α-Untereinheit wechselwirkt. Die Bindung wird 
zusätzlich über Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Rückgrat des Proteins und 
dem Liganden stabilisiert. 
Integrine sind jedoch wie o.g. nicht nur für die Zelladhäsion verantwortlich. Durch ihre 
transmembrane Struktur sind sie eine Schnittstelle für Signale zwischen dem extrazellulären 
Raum und dem Zellinneren. Für die Signaltransduktion wurden ausgehend von 
experimentellen Untersuchungen zwei Modelle entwickelt (siehe Abbildung 10)[17].  
Abbildung 10: Zwei Modelle der 
Signaltransduktion bei 
Integrinen: Während im Modell 
A (rechts) die transmembranen 
Teile der Integrin-Untereinheiten 
assoziiert bleiben, liegt die 
Gelenk-Region im Modell B 





In beiden Modellen erfolgt eine 
scherenförmige Bewegung der 
Integrine. Der Unterschied liegt jedoch in der Lage des Gelenks der Schere. Bei Modell A 
liegt das Gelenk in der Membran-Region, bei Modell B nahe der Integrin-Kopfgruppe. Nach 
der Ligandenbindung dissoziieren die Kopfgruppen in Modell A, in Modell B bleiben sie 
jedoch assoziiert. Durch zusätzliche NMR-Untersuchungen der Stelzen-Region wurde das 
Modell B verfeinert. Nun geht man von einer Kombination aus einer scherenähnlichen 
Bewegung und dem Öffnen der geknickten Integrin-Struktur aus (Klappmesser-Modell; siehe 
Abbildung 11).  
 





Bei der Signaltransduktion wird also 
zwischen einem „Inside-to-out“ - und 
einem „Outside-to-in“-Signaling unter-
schieden. Als Beispiel sei hier das 
Integrin IIb3 aufgeführt. Das Integrin 
vermittelt die Aggregation von 
Blutplättchen. Hierbei ist die Bindung an Fibrinogen durch die extrazelluläre Domäne des 
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Integrins IIb3 für die Aggregation notwendig – doch dies ist nur durch eine 
Konformationsänderung der Integrine möglich, dem sog. Inside-out signaling (siehe 
Abbildung 12). Während der Aggregation der Blutplättchen löst das beteiligte Integrin IIb3 
















Outside-in-signaling die zwei Elemente der bidirektionalen Signaltransduktion über das 
Integrin aIIb3. Es repräsentiert daher ein potentielles therapeutisches Target einer Therapie 
von Thrombose[19]. 
Durch ihre Funktion als Steuerelemente in der Zelladhäsion und als Schnittstellen für die 
Signalweiterleitung auf zellulärer Ebene sind Integrine wichtige Faktoren bei der Entstehung  
von Krebserkrankungen[20]. Durch die Modulation der Adhäsion und einer Erleichterung der 
Migration und Invasion (siehe Kapitel 4.6) können Tumorzellen durch ihr Profil an Integrinen 
nicht nur einen malignen Status erreichen, sondern Integrine sind als Modulatoren 
zahlreicher Signalkaskaden Verursacher eines tumorartigen Phänotyps. Ausgelöst durch 
fehlerhafte Signaltransduktion und eine daran angeschlossene veränderte Genexpression, 
sind Integrine mitverantwortlich für ein unkontrolliertes Wachstum, die Umgehung der 
Apoptose und  das Auslösen einer Neoangiogenese. So geht die, durch Wachstumsfaktoren 
induzierte Expression des Integrins α5β1
 
auf Endothelzellen mit einer Neubildung von 
Blutgefäßen einher. Die Neoangiogenese kann außerdem von Tumorzellen induziert werden, 
welche somit in der Lage sind, den für sie lebenswichtigen Aufbau von Gefäßen zu steuern. 
Die antagonistische Hemmung des αvβ3
 
–Rezeptors durch den Antikörper LM 609 (Vitaxin®) 
führte zu einer Hemmung der Neoangiogenese und somit des Tumorwachstums[20].  
Des Weiteren konnte die Überexpression des Integrins α5β1
 
auf verschiedenen 
Tumorzelllinien mit einem gesteigerten Wachstum und erhöhter Metastasenbildung in 
Verbindung gebracht werden[21]. Eine Steigerung der Aggressivität von Melanomzellen wird 
dabei auf eine Steigerung der Migration[22] zurückgeführt. Weiterhin zeigte sich bei der 
Kultivierung von  Zellen in Anwesenheit von ECM-Proteinen wie z.B. Fibronectin eine 
ansteigende Proteaseaktivität[23]. Die dafür verantwortlichen Proteasen sind die MMPs (siehe 
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Kapitel 4.4.1). Die Aktivität und Expression von MMP-2 und MMP-9 spielen eine Rolle bei 
der Metastasierung und Neoangiogenese von Tumorzellen[24].  
 
Die Rolle von Adhäsionsmolekülen bei entzündlichen Erkrankungen – ein   Beispiel 
für das Zusammenwirken von Leukozyten und Integrinen 
Die Wanderung von Leukozyten aus den Blutgefäßen in das Gewebe ist ein normaler 
physiologischer Vorgang. Er spielt eine entscheidende Rolle bei der Bekämpfung von 
Krankheitskeimen, die ins Gewebe eingedrungen sind, sowie bei der Wundheilung und 
Gewebeerneuerung. In das Gewebe ausgewanderte Lymphozyten  gelangen über die 
Lymphe zurück in das Blutgefäßsystem, ein Vorgang, der als "Lymphozytenrezirkulation" 
bezeichnet wird und ein wichtiger Überwachungsmechanismus des Immunsystems ist.  
Die Auswanderung der Leukozyten aus den Blutgefäßen ist ein komplexer Vorgang 
(Abbildung 13). Er wird von löslichen Faktoren und von Molekülen, die auf der 
Innenauskleidung der Gefäße (dem Endothel) und auf der Zelloberfläche der Leukozyten 
exprimiert werden, bestimmt. Diese Moleküle werden Adhäsionsmoleküle genannt, da sie 
den Kontakt zwischen Leukozyten und Gefäßendothel vermitteln[25]. 
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Leukozyten rollen bei einer Verletzung anliegenden Gewebes entlang der Gefäßwand. 
Zytokine wie z.B. IL-1 oder TNF-α sind für die Ausbildung von spezifischen 
Adhäsionsrezeptoren auf den Endothelzellen verantwortlich. Auf diese Weise können 
Kontakte zwischen den strömenden Leukozyten und dem Endothel als erster Teilprozess der 
Adhäsionskaskade stattfinden. Diese initialen Ereignisse, die noch durch Phasen freier 
Strömung der Zellen unterbrochen sind, werden als „Tethering“ bezeichnet. Darauf 
aufbauend erhöht sich die Anzahl schnell assoziierender und dissoziierender Ligand-
Rezeptor-Wechselwirkungen, was im Scherstrom des Blutes zu einer rollenden Bewegung 
entlang des Gefäßendothels und zu einer Verlangsamung der Leukozyten führt. Die 
Selektine stellen die molekulare Grundlage für die Unterstützung des Tethering und der 
Rollbewegung dar. Die Verlangsamung durch Tethering und Rollen führt zu einer lokalen 
Konzentrierung der Leukozyten an der Gefäßwand und erlaubt die Übermittlung von 
sezernierten Mediatoren aus dem Endothel (hauptsächlich Chemokine), wodurch die 
Exprimierung und Aviditätserhöhung von leukozytären Rezeptoren der Integrinfamilie 
ausgelöst wird.  Indem die Integrine an ihre korrespondierenden Liganden aus der 
Immunglobulin(Ig)-Superfamilie auf dem Endothel binden, führen sie zur festen Adhäsion der 
Leukozyten auf dem Endothel und vermitteln deren Emigration durch interzelluläre 
Zwischenräume in das entzündete Gewebe. Für aktivierte Leukozyten sind β2-Integrine 
(CD11/CD18-Komplexe) spezifisch. LFA-1 (CD11a/CD18, lymphocyte function associated 
antigen-1) bindet an ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) auf dem Endothel, welches 
zur Ig-Superfamilie gehört, und vermitteln so die feste Adhäsion. VLA-4 (α4-Integrin) wird auf 
Lymphozyten exprimiert und kann dort Tethering, Rollen sowie feste Adhäsion auf VCAM-1 
(vascular adhesion molecule-1) unterstützen. Die Endothelzellen werden durch homogene 
Bindung von PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1, CD31), das ebenfalls 
ein Integrin-Ligand der Ig-Superfamilie ist, miteinander verknüpft. Durch Bindung der 
leukozytären Integrine an PECAM-1 werden die homogenen Bindungen gelöst, so dass die 
Leukozyten in die entstehenden Zwischenräume eindringen können. Die Selektine leiten die 
Adhäsionskaskade ein und nehmen daher eine Schlüsselposition im Prozess der 
Leukozytenextravasation ein. Im Gegensatz zu den ubiquitär vorkommenden Integrinen 
werden die endothelialen Selektine erst als Folge einer Entzündung exprimiert, so dass ihr 
Vorkommen zeitlich und räumlich auf das entzündete Gewebe beschränkt ist. Ihre Blockade 
könnte also pathologische Entzündungen zu einem frühen Zeitpunkt, ohne mögliche 
unerwünschte Wirkungen in anderen Geweben, verhindern.  
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4.3 Die extrazelluläre Matrix (ECM) 
Alle Organe von Mensch und Tier enthalten neben den gewebsspezifischen Zellreihen auch 
einen variablen Anteil an so genannter extrazellulärer Matrix (ECM). Dabei handelt es sich 
um ein Geflecht aus Makromolekülen, das den Interzellularraum zu großen Teilen ausfüllt[26]. 
Das unterschiedliche Ausmaß sowie die stark variierende Zusammensetzung der ECM in 
verschiedenen Organen sind verantwortlich für die Ausprägung sehr unterschiedlicher 
Texturen, wie z.B. die sehr harte Matrix in Knochen und Zähnen oder die nahezu 
durchsichtige Struktur der Hornhaut. In Form der Basalmembranen (BM) von Endothelien 
und Epithelien beeinflusst die ECM entscheidend das Wachstumsverhalten von Zellen. 





Die ECM wird von 
ortsständigen Zellen 
lokal produziert und 
sezerniert. Bei diesen 
Zellen handelt es sich 
meistens um 
Fibroblasten, wodurch 
zusammen mit der 
produzierten Extrazellularsubstanz das klassische Bindegewebe entsteht. Biochemisch 
lassen sich die Makromoleküle der ECM in zwei Gruppen einteilen: zum einen die Gruppe 
der Proteoglykane, bei denen es sich um Verknüpfungen von Polysaccharidketten, so 
genannten Glykosaminoglykanen, mit Proteinen handelt. Zum anderen die Gruppe der 
faserförmigen Proteine, die üblicherweise nochmals funktionell unterteilt wird in 
strukturgebende Proteine einerseits und adhäsive Matrixmoleküle, meist Glykoproteine, 
andererseits[26].  
Moleküle der Extrazellulärmatrix sind verantwortlich für die Kontrolle von Zellfunktionen, sie 
vermitteln Zell-Zell-Interaktionen und beeinflussen die Adhäsion, Größe und Migration von 
Zellen[27]. Eine Adhäsion von Tumorzellen erfolgt über Adhäsionsmoleküle wie Fibronectin, 
Laminin, Vitronektin und Thrombospondin. Dies geschieht über die Integrine der 
Tumorzellen. Durch Proteoglykane kann eine Verstärkung der Anlagerung der Zelle erzielt 
werden. Extrazellularmatrix-Proteine vermitteln also eine direkte Zelladhäsion und 
stimulieren die Zellmotilität.  
Im Folgenden werden einige Proteine der Extrazellulärmatrix detailliert beschrieben. 
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Fibronectin ist ein Glycoprotein, welches sich in den meisten Geweben im extrazellulären 
Raum befindet.  Es tritt sowohl in löslichen  als auch in unlöslichen Formen auf[28]. Lösliches 
Fibronectin wird auch im Fruchtwasser[29],  in der Samenflüssigkeit[30] und der Zerebrospinal-
flüssigkeit[31] gefunden. Fibronectin von unterschiedlichen Zelltypen synthetisiert[32]. 
Unlösliches Fibronectin ist ein Bestandteil von fibrillären extrazellulären Strukturen und 
Basalmembranen aller Gewebe mit Ausnahme des Nervensystems[33]. So ist Fibronectin ein 
großer und fast allgegenwärtiger Bestandteil des Körpers. 
Fibronectin setzt sich aus mehreren Untereinheiten zusammen, die ungefähr 2000 
Aminosäuren lang sind und 5 % Kohlenhydrate enthalten. Analysen der Aminosäure-Folge 
der Untereinheit und der Nukleotidfolge der Messenger-RNA und der genomischen DNA, die 
für die Codierung der Untereinheit verantwortlich sind, sind unvollständig. Jedoch sind genug 
Informationen bekannt, aus denen geschlossen 
werden kann, dass Fibronectin ein Modell für ein 
Modulprotein ist (siehe Abb. 15). Das Gen für 
Fibronectin setzt sich aus mehr als 40 Exons und 
40 Introns zusammen. 
 
Abbildung 15: Schematische Darstellung des 
disulfidverbrückten Fibronectin-Dimers.  Die 
terminalen Aminogruppen befinden sich links, die 
terminalen Carboxylgruppen rechts.  Die beiden 
Arme sind über ihre Carboxyl-Enden durch Disulfid-
Brücken verbunden; der Winkel zwischen den Armen 
ist etwa 70°. Proteolytische Fragmentierungsstudien 
demonstrierten, dass an unterschiedlichen Positionen verschiedene Bindungsaktivitäten 
vorhanden sind. A: Zelladhäsion- und verbreitung; C: Bindung von Collagen; F: Bindung von 






Laminin (siehe Abbildung 16) ist ein flexibles, 
vierarmiges Glycoprotein (850 kDa), das aus drei 
kurzen Armen (37 nm) und einem langem Arm (77 nm) 
besteht[34]. Laminin ist ein Komplex von drei genetisch 
verschiedenen Polypeptidketten, einer A-Kette (400 
kDa) und zwei kleinere B-Ketten (je 200 kDa)[35]. Diese 
drei Ketten wurden vollkommen sequenziert und die 
vorausgesagte Domänenstruktur stimmt sehr gut mit 
elektronenmikroskopischen und physikalischen Daten 
überein. Die COOH-terminalen Enden aller drei Ketten 
schließen sich zusammen, um den langen Arm durch 
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dreifach aufgerollte -Helices zu bilden, wobei die Ketten durch Disulfid-Brücken am 
Scheitelpunkt zusammengehalten werden. Der Kohlenhydratbestandteil von Laminin ist mit 
12-15 % ziemlich hoch. Die verschiedenen Strukturgebiete von Laminin dienen 
verschiedenen architektonischen und zellinteraktiven Funktionen.  
 
Glycosaminoglycane und Proteoglycane 
Proteoglycane sind ein wichtiger Bestandteil der ECM, aber sie sind zudem an der Zellober-
fläche und in intrazellulären sekretorischen Granula lokalisiert[34]. Sie bilden eine Klasse von 
stark glykosylierten Glykoproteinen, also Makromoleküle, die aus einem Protein und einer 
oder mehreren kovalent gebundenen Glykosaminoglykanen bestehen. Diese 
Glykosaminoglykan-Ketten (GAG) sind lange, lineare Kohlenhydratgruppen, bestehend aus 
sich wiederholenden Disaccharid-Einheiten, die an folgende  Tetrasaccharidsequenz 




Die Disaccharideinheiten setzen sich aus einem N-Acetylhexosamin (N-Acetylglucosamin 
oder N-Acetylgalactosamin) und einer Uronsäure (D-Glucuronsäure) bzw. Galactose 
zusammen. Die einzelnen Einheiten können mit Sulfamat- und Sulfatester-Gruppen 
modifiziert sein. Es existieren vier Gruppen von GAGs (siehe Schema 2), welche sich 
prinzipiell im Aufbau ihrer Disacchariduntereinheit voneinander unterscheiden. 
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Die erste Gruppe stellen die Heparansulfate dar. Sie sind dadurch charakterisiert, dass der 
Proteinkern kovalent an Heparan-Sulfat-Ketten gebunden ist.  Ein Heparan-Sulfat (130 kDa), 
welches aus einem kleinen Proteinkern und vier kurzen Polysaccharid-Ketten besteht, 
scheint Laminin, Fibronectin, und Typ IV Collagene schwach zu binden.  
Chondroitin-6-sulfat besteht aus einer Kette sich abwechselnder Zuckerderivate (N-Acetyl-
Galactosamin und Glucuronsäure). Eine Chondroitin-Kette kann aus über 100 
Zuckereinheiten bestehen, welche unterschiedlich stark und an verschiedenen Positionen 
sulfatiert sein können. Chondroitinsulfat ist ein wichtiger Bestandteil des Knorpelgewebes 
und trägt zu dessen Widerstand gegen Kompression bei[36].  
Hyaluronsäure ist ein Glykosaminoglykan, das einen wichtigen Bestandteil des 
Bindegewebes darstellt und auch eine Rolle bei der Zellproliferation, Zellmigration und 
Tumorentstehung spielt.  Aufgrund seiner Eigenschaft, eine sehr große Menge an Wasser zu 
binden, bildet Hyaluronan im Körper eine geleeartige Masse, die zum einen als Füllsubstanz 
und zum anderen als Bindungspartner für membrangebundene Rezeptoren dient. 
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4.4 Matrix-degradierende Enzyme 
Für die Metastasierung ist ein komplexes Zusammenwirken von Tumorzellen, extrazellulärer 
Matrix und den tumorumgebenden Bindegewebszellen notwendig. Dies erfolgt durch 
proteolytische Enzyme, die einerseits von Tumorzellen selbst und andererseits durch 
ortsständige Fibroblasten des peritumoralen Bindegewebes gebildet werden können. Matrix-
degradierende Enzyme sind an zahlreichen physiologischen Prozessen wie Embryogenese 
und Wundheilung sowie Prozessen wie Parodontose, Arteriosklerose und Tumorzellinvasion 
beteiligt. Entsprechend ihres aktiven Zentrums werden sie in Aspartyl-, Cystein-, Serin- und 
Metalloproteinasen klassifiziert. Sie weisen eine vielfältige, teils überlappende 
Substratspezifität auf und sind entweder zellmembrangebunden oder werden von den Zellen 
sezerniert. Die verschiedenen Proteinasen können sich sowohl gegenseitig aktivieren als 
auch inhibieren[37]. Matrix-Metalloproteinasen weisen das größte Substratspektrum auf, 
welches hauptsächlich aus ECM-Proteinen besteht. Sie sind in fast allen tierischen und 
menschlichen Tumoren sowie deren isolierten Zelllinien überexprimiert[38]. Neben ihrer 
offensichtlichen Bedeutung in der Ausbreitung von Tumoren weiß man heute, dass MMPs 
durch ihre proteolytische Aktivität auch Einfluss auf das Zellwachstum, die Differenzierung, 
die Apoptose und die Neoangiogenese haben[39].  
4.4.1 Matrix-Metalloproteinasen (MMP) 
Matrix-Metalloproteinasen bezeichnen eine 24 Mitglieder zählende Familie 
substratspezifischer Endopeptidasen, deren Gemeinsamkeit ein Zinkionen-Komplex im 
aktiven Zentrum ist.  Anfangs wurden die MMPs entsprechend ihrer Substratspezifität in 
Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine und Membran-gebundene MMPs 
(„membrane-type“ MMPs, MT-MMPs) eingeteilt[40-42]. Inzwischen erfolgt die Einteilung der 
MMPs anhand ihrer molekularen Struktur und des Domänenaufbaus in mittlerweile acht 
Strukturklassen[43,44]. Fünf dieser Strukturklassen bestehen aus MMPs, die in den 
Extrazellularraum sezerniert werden, die drei übrigen aus denjenigen, die an der 
Zellmembran verankert sind.  
Die MMPs werden als inaktive pro-Formen, sogenannte Zymogene, exprimiert (pro-MMPs). 
Durch Interaktion zwischen einer Cystein-Sulfhydryl-Gruppe in der Propeptid-Domäne und 
einem Zink-Ion in der katalytischen Domäne bleiben sie inaktiv.  Ihre Aktivierung benötigt die 
proteolytische Entfernung der pro-Peptid pro-Domäne. Die meisten MMPs werden außerhalb 
der Zelle durch andere aktivierte MMPs oder Serin-Proteinasen aktiviert.  Die Regulation der 
MMP-Aktivität wird am Beispiel der MMP-2 (Gelatinase-A) erläutert. 
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Gruppe Enzym Substrat 





MMP-9 (Gelatinase B; 92 
kDa Gelatinase) 
Typ IV Kollagen 
Gelatine 
Kollagen Typen V, VIII,X 
Laminin 
 
Type IV Kollagen 
Gelatine 
Elastin 
Kollagen Typen I, II, IV 









Kollagen Typen I, II, III 
 









MMP-7 (Matrilysin)  
Proteoglykane, Fibronectin, 












Andere MMP-14 (MT-MMP) Aktivierte Pro-Gelatinase A 
Tabelle 2: Die Hauptmitglieder der MMP-Familie
[7]
.  
Im ersten Schritt wird membrangebundenes pro-MT1-MMP durch die Abspaltung eines  
Proteinsegments entweder intrazellulär durch Furin oder extrazellulär durch Plasmin aktiviert 
(siehe Abbildung 17)[37]. Daraufhin bindet MT1-MMP den „tissue inhibitor of 
metalloproteinase 2“ (TIMP-2), der eine Bindungsdomäne für die inaktive MMP-2 Pro-Form 
besitzt. Mit Hilfe eines weiteren MT1-MMP-Moleküls kann gebundenes  Pro-MMP-2 nun 
durch Abspaltung eines N-terminalen 10 kDA Fragments in proteolytisch aktives MMP-2 
überführt werden. Aktives MMP-2 kann entweder innerhalb des Komplexes gebunden 
bleiben, in den extrazellulären Raum abgegeben werden oder durch andere 
membranständige Proteine (z.B.  Integrin αvβ3)
 
auf der Zelloberfläche fixiert werden. Hierbei 
induziert es den direkten Abbau der ECM oder die proteolytische Spaltung weiterer 
Substrate, wie z.B. Wachstumsfaktoren, Cadherine oder pro-MMP-2. Die Bindung des MMP-
2 Zymogens an einen solchen MMP-2 beinhaltenden Proteinkomplex führt somit zu einer 
Autoaktivierung des Enzyms. 
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Abbildung 17: Regulation der MMP-Aktivität
[37]
.  
MMP-Inhibitoren sind die TIMPs-1, -2, -3 und -4. Stöchiometrische gebundene TIMPs 
inhibieren die proteolytische Aktivität von MMPs zwar reversibel, jedoch scheint letztendlich 
das Verhältnis zwischen MMP und ungebundenen TIMPs für die resultierende Aktivität der 
Proteinase verantwortlich zu sein. So bewirken z.B. hohe Konzentrationen an TIMP-2 zwar 
eine Inhibition von MMP-2, niedere Konzentrationen bilden hingegen einen Komplex mit 
MT1-MMP und pro-MMP-2, welcher zur Aktivierung der Matrix-Metalloproteinase führt. 
Die Grundstruktur der MMPs besteht aus einem so genannten Cystein-Switch-Motiv in der 
Propeptid-Domäne und dem Zink-Bindungsmotiv in der katalytischen Domäne (siehe 
Abbildung 18)[39]. 
MMPs bestehen aus einer ca. 80 Aminosäuren großen Pro-Domäne, einer katalytischen 
Domäne von ca. 170 Aminosäuren, einer variablen prolinreichen Linker-Region (Hinge-
Region) und einer C-terminalen Hemopexin (Hpx)- Domäne, die ca. 200 Aminosäuren 
enthält[45,46]. Eine Ausnahme stellen MMP-7, MMP-26 und MMP-23 dar. Sie enthalten kein 
Linker-Peptid und keine Hpx-Domäne[47].  
 
 Einleitung  





Abbildung 18: Die Proteinstruktur der 
MMPs.  Alle MMPs haben eine 
Signalsequenz (Pre), eine Pro-Domäne 
mit dem Cystein-Switch Motiv, und 
eine katalytische Domäne mit dem 
katalytischen Zink (Zn). MMP-7 enthält 
diese minimalen Strukturelemente. Die 
meisten MMPs enthalten jedoch noch 
zusätzlich die Hpx-Domäne und das 
zwischen katalytischer und Hpx-
Domäne verbindende Hinge-Element H 
(z.B. MMP-1, -3, -8, -10, -12, -13, -18). 
Die beiden gelatinbindenden Matrix-
Metalloproteinasen MMP-2 und -9 
enthalten zusätzlich noch drei 
Kollagen bindende Typ 2 Inserts (Fi = 
Fibronectin). Furin-aktivierte 
abgesonderte MMPs enthalten eine 
zusätzliche Furinbindende Domäne 
(MMP-11,-28). MMP-21 gehört zu den 
Vitronektin-ähnliche Insert Linker-lose 
MMPs, die neben der Furin-Domäne 
noch eine zusätzliche Vitronektin-
Domäne aufweisen. Zu den 
transmembranen MMPs gehört MMP-
24, die neben der Hpx-Domäne eine 
transmembrane Domäne (TM) und 
eine Cytoplasmatische Domäne (Cy) 
besitzen. Die GPI-Linker MMPs haben 
einen Glucophosphatidyl Inositol-
Anker (MMP-17). MMP-23 gehört zu 
den Typ-II transmembranen MMPs, die 
einen N-Terminalen Signalanker (SA), 






Den Matrix-Metalloproteasen kommt 
neben ihrer Funktion bei Entwicklungs- und Anpassungsprozessen eine bedeutende Rolle 
bei pathologischen Veränderungen zu. In den siebziger Jahren stellte man fest, dass eine 
Überexpression von MMPs mit dem Auftreten maligner Tumoren einhergeht
[48]
. Seither 
wurde eine Vielzahl weiterer Studien veröffentlicht, die einen Zusammenhang zwischen 
Krebs und dem verstärkten Auftreten von MMPs herstellen. 
Tumorwachstum und Metastasierung stellen eine komplexe Kaskade verschiedenster 
Ereignisse dar, von denen die proteolytische Auflösung der Extrazellulären Matrix (ECM) 
einen essentiellen initialen Schritt darstellt. MMPs sind hierbei entscheidend beteiligt, wobei 
deren proteolytische Aktivität durch spezifische Inhibitoren reguliert wird. Die Invasion und 
Metastasierung von Tumorzellen hängt entscheidend von dem koordinierten Wechselspiel 
zwischen proteolytischen MMPs und Zell/Matrix- bzw. Zell/Zell-Kontakt vermittelnden 
Proteinen ab. In Tumorzellen ist dieses Gleichgewicht maßgeblich gestört und geht oft mit 
einer Überexpression und verstärkten Aktivität der MMPs einher. Insbesondere MMP2- und 
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MMP-9 (Gelatinasen) sind hierbei überproportional häufig vertreten, da sie zu einer 
schnellen Invasion, Metastasierung und Proliferation entarteter Zellen beitragen, indem sie 
die Angiogenese und damit die Bildung tumoreigener Blutgefäße fördern[49,50]. Erhöhte 
Aktivitäten von MMP-2 und MMP-9 werden mit diversen Krebsarten wie Bauch-
speicheldrüsen-, Brust-, Darm-, Leber- und Hautkrebs in Verbindung gebracht[51-53]. Die 
Matrix-Metalloproteinasen zeigen sowohl einen inhibierenden als auch einen 
promovierenden Effekt bei der Entstehung von Krebs (siehe Abb. 19). Sie fördern das 
Wachstum von Tumorzellen durch Spaltung des „insulin-growth-factor-binding protein“ (IGF-
BP) und die Freisetzung von IGF (a). Die Stimulation des Zellwachstums erfolgt durch die 
Freisetzung transmembraner Vorstufen von Wachstumsfaktoren (u.a. TGF-α = „transforming 
groth-factor-α“), aber auch durch die Regulation der Zell-ECM-Bindung über Integrine. In b 
wird deutlich, dass MMPs das Überleben von Tumorzellen durch Freisetzung von IGF und 
der proteolytischen Spaltung von FASL, einem Liganden des FAS-„death-receptors“, 
unterstützen. Durch den Abbau der ECM und der damit verbundenen Ablösung von Zellen 
kann die Apoptose (Anoikis) eingeleitet werden. Weiterhin fördern MMPs (c) die 
Neoangiogenese durch Erhöhung der Bioverfügbarkeit von pro-angiogenen 
Wachstumsfaktoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor), FGF-2 (fibroblast growth-
factor 2) oder TGF-β. Zusätzlich fördern sie die Invasion von endothelialen Zellen durch die 
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Eine antiangiogene Wirkung üben MMPs aus, indem sie Plasminogen und Collagen-XVIII 
spalten. Aufgrund der Hemmung der Invasion endothelialer Zellen hat die Spaltung des 
„urokinase-type plasminogen activator receptors“ (uPAR) auf der Oberfläche von 
Endothelzellen ebenfalls angiostatische Eigenschaften. Weiterhin wird durch den Abbau 
vieler ECM-Proteine (z.B Laminin-5) die Invasion erleichert (d). Die Regulation der Spaltung 
von Proteinen der ECM und Adhäsionsmolekülen wie CD-44 und E-Cadherinen erfolgt durch 
MMPs. Sie fördern auch den Übergang von endothelialen zu mesenchymalen Eigenschaften 
(epithelial-to-mesenchymal transition, EMT) durch Freisetzung von TGF-β und Spaltung von 
E-Cadherinen (e). Dieser Vorgang ist mit der Zunahme maligner Eigenschaften verknüpft. 
Zudem scheinen MMPs über einen bisher unbekannten Mechanismus auch die 
Differenzierung von Tumorzellen zu fördern. Inzwischen ist bekannt, dass  akute 
Entzündungen (f) für die Krebsentstehung wichtige MMPs erzeugen können und 
immunologische Reaktionen unterdrücken, indem sie die Proliferation von T-Lymphocyten 
durch Spaltung des Interleukin-2 Rezeptors-α (IL-2Rα) inhibieren. Zudem erfolgt die 
Freisetzung von TGF-β, der ein wichtiger Inhibitor für T-Zellen darstellt. Durch Spaltung der 
MMPs von α1-Proteinase-Inhibitor (α1-PI), wird die Empfindlichkeit von Tumorzellen 
gegenüber „natural killer cells“ herabsetzt[43].  
 
4.5 Melanom 
Melanome sind entartete Melanocyte, die die Fähigkeit besitzen, den Farbstoff Melanin zu 
bilden.  Die Melanocyten der menschlichen Haut werden als Einzelzellen innerhalb der 
basalen Schicht der Epidermis verteilt. Diese Zellen teilen sich nicht schnell, können aber 
durch Klimafaktoren, wie z.B. UV-Licht, angeregt werden, was wiederum dazu führt, 
zytoprotektive Pigmente zu teilen und zu produzieren. Ein Risikofaktor für die Entstehung 
von Melanomen ist der Sonnenbrand während der Kindheit. Die American Cancer Society 
schätzt, dass im Jahr 2001 über 51.000 Patienten am Melanom erkrankten, wobei sich die 
Zahl der Todesfälle auf 7.800 beläuft. Tatsächlich erhöht sich die Wahrscheinlichkeit an 
einem Melanom zu erkranken um 2,5 bis 4 % pro Jahr, wobei das metastatische Melanom in 
86% der genannten Fälle als lebensgefährlich einzustufen ist[54].  
Ätiologische und biologische Faktoren wie UV- oder Wachstumsfaktoren sind verantwortlich 
für die Entwicklung von Melanomen (siehe Abbildung 20)  Das Modell zeigt, dass Klima-, 
genetische und epigenetische Einflüsse zu epistatischen Änderungen im Zielgewebe führen.  
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Abbildung 20: Faktoren, die die 





Die Entwicklung eines malignen 
epidermalen Melanoms ist ein 
mehrstufiger Prozess.  Sie 
findet ihren Ursprung aus den 
sogenannten Nävi, welche 
gutartig wachsende 
Zusammenschlüsse mikro-
skopisch normaler Melanocyten sind, die sich in der Haut zwischen Epidermis und Dermis 
befinden (siehe Abbildung 21). Die nächste Stufe der Melanomentwicklung wird als 
„dysplastic nevus“ bezeichnet, welcher sich durch ausgefranste Ränder, eine ungewöhnliche 
Färbung und einen Durchmesser von mindestens 5 mm auszeichnet[55].  
 
Abbildung 21: Hautexidat mit einem 
superfiziell spreitenden malignen 
Melanom. Die Tumorzellen sind 





Die dysplastischen Nävi sind 
innerhalb der Dermis häufig von 
Lymphocyten umgeben. Die 
nächste Stufe der 
Melanomentwicklung wird als 
„radial growth phase“ (RGP) 
bezeichnet. Hier weisen die 
entarteten Melanocyten eine 
Ähnlichkeit zu großen Epithelzellen auf und besitzen hyperchromatische Kerne. Der 
Durchmesser dieser Nävi beläuft sich auf mehr als 10 mm. In dieser Phase können 
mitotische Zellen nur in epidermalen Bereichen beobachtet werden. Der so entstehende 
Tumor zeigt kein metastatisches Potential. Die Zellen wandern zwar in den Bereich der 
Dermis vor, jedoch gelingt es ihnen nicht in das Gefäßsystem vorzudringen und 
Fernmetastasen zu bilden. Diese frühe Vorstufe der malignen Melanome kann 
normalerweise leicht chirurgisch entfernt und damit geheilt werden. Im Vergleich zu RG-
Phase Melanomen haben Melanome der „vertical growth phase“ (VGP) das Potential, sich 
innerhalb der Dermis auszubreiten und die Gefäßbarriere zum Blut- oder Lymphkreislauf zu 
überwinden und somit Metastasen zu bilden. Durch die Bestimmung der folgenden 
Parameter ist es gelungen, für Patienten mit VGP-Melanomen eine mit einer 
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Wahrscheinlichkeit von 90 % gültige achtjährige Überlebensprognose auf-zustellen[57]: a) 
Wachstumsrate, b) Tumordicke, c) Anwesenheit von Tumor-infiltrierenden Lymphocyten, d) 
Entstehungsort des Primärtumors (Thorax oder Gliedmaßen), e) Geschlecht und f) 
Regression des Tumors. Die durchschnittliche achtjährige Überlebenschance von Patienten 
mit VGP-Melanomen liegt bei 71 %[58].  
Während der einzelnen Entwicklungsstufen eines Melanoms verändert sich das 
Expressionsmuster vieler Adhäsionsmoleküle an der Oberfläche von Melanomzellen (siehe 
Abbildung 22)[54]. 
 
Abbildung 22: Stufenweiser Prozess in der Entwicklung eines malignen Melanoms
[54]
.  
Melanocyten können durch die Expression einiger Zellenoberflächenmoleküle adhärieren, 
migrieren, überleben und wachsen. Sie schalten Gene wie das „invasion suppressor“-Gen E-
Cadherin aus, die normalerweise in der Mikroumgebung der Haut exprimiert werden. 
Cadherine sind eine Familie von Zellenoberflächenglycoproteinen, deren Funktion die 
Förderung von calciumabhängigen homotypischen und heterotypischen 
Zelladhäsionsvorgängen und der interzellulären Kommunikation ist. Die klassischen 
Cadherine, also die E-, N- und P-Cadherine, werden während der verschiedenen Stadien der 
Melanomprogression exprimiert.   
Der Verlust des Zell-Zell-Kontaktes zwischen Melanocyten und Keratinocyten geht also auf 
den Verlust der E-Cadherin-Expression zurück. Während der Melanomentwicklung verändert 
sich ebenso das Expressionsmuster der Integrine und somit auch die Bindung an 
verschiedene Liganden der ECM. Dadurch werden entweder einige Integrine in ihrer 
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Expression vom benignen zum malignen Zellstatus nach unten reguliert, während andere 
Integrine aktiviert werden. Der Vergleich eines primären RGP-Melanoms mit einem 
metastasierenden VGP-Melanom zeigt einen deutlichen Anstieg des Integrins 1
[59], was 
wiederum zu einer Erhöhung des Metastasierungspotentials der Zellen führt.  
 
Das humane Wistar-Melanom WM 
Mit der sogenannten WM (=Wistar Melanoma)-Serie wurde eine Reihe humaner 
Melanomzelllinien entwickelt, welche Modelle für die verschiedenen Wachstumsphasen der 
Melanomentwicklung (siehe Abbildung 22) darstellen. Die Zelllinie WM-115 stellt den 
Primärtumor eines VGP-Melanoms dar, dessen zugehörige kutane Metastase die Zelllinie 
WM-266-4 ist[60]. Dieses Modell erlaubt einen Vergleich zwischen zwei Zelllinien, die sich in 
ihrer Entwicklung vom benignen zum malignen Status voneinander unterscheiden.  
 
4.6 Mechanismus der Zellmigration  
Die Zellwanderung spielt in vielen physiologischen Prozessen eine zentrale Rolle. So zeigt 
sich am Beispiel der Embryogenese, wie wichtig eine korrekte Migration der Zellen für die 
Ausbildung z.B. des Nervensystems ist[61].  Weiterhin ist die Wanderung von Fibroblasten 
und vaskulären Endothelzellen für die Wundheilung essentiell. Während der Metastasierung 
migrieren Tumorzellen vom Primärtumor in das Kreislaufsystem, welches sie danach 
verlassen und weiterwandern. Die Bewegung von Zellen während der Migration entsteht 
durch das Zusammenspiel vieler extra- und intrazellulärer Moleküle, die alle mehr oder 
weniger fest miteinander verbunden sind.  
Zur Bewegung von Zellen werden zwei verschiedene Arten von Kräften eingesetzt.  Eine 
davon wird benötigt um die Plasmamembran auszustülpen (siehe Abbildung 23). Die zweite 
bezeichnet man auch als kontraktile Kraft, die für die Bewegung des Zellkörpers erforderlich 
ist.  
Eine Bindung zwischen Molekülen der Extrazellulärmatrix, Oberflächenrezeptoren, Linker-
Proteinen und Actin-Filamenten macht eine Bewegung der Zellen innerhalb des Organismus 
erst möglich. Actin-Filamente sind Bestandteile des Cytoskeletts der Zelle und 





elastischen Bündeln, die wiederum in ihre Monomere abgebaut werden können. Jedes Actin-
Filament besitzt ein sogenanntes „plus-“ und „minus-Ende“. Die Polymerisation der 
Filamente verläuft am „plus-Ende“, welches immer zur Plasmamembran hin ausgerichtet ist. 
Sie verläuft im Vergleich zum „minus-Ende“ bis zu zehn Mal schneller.  
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Abbildung 23: Illustration der verschiedenen Kräfte innerhalb der Zellmigration
[61]
. 
Bei der Wanderung bildet die Zelle einen vorderen Bereich, der in Richtung der Migration 
liegt und actinreich ist, während die Rückseite actinarm ist (Abbildung 23). Die 
unterschiedliche Actin-Verteilung innerhalb der Zelle bezeichnet man auch als 
Polarisation[61]. In der Laufrichtung bilden sich an der Plasmamembran durch die Actin-
Polymerisation Ausstülpungen, die frei von Zellorganellen sind und je nach Gestalt als 
Lamellipodia oder Filopodia bezeichnet werden. Lamellipodia besitzen eine breite und flache 
Struktur. Filopodia zeichnen sich durch ihre dünne, zylindrische oder nadelförmige Gestalt 
aus. Während der Migration bewegen sich diese Membranstrukturen vom vorderen Bereich 
zur Rückseite der Zelle, indem sie durch die stetige Actin-Polymerisation nach hinten 
befördert werden. Durch die Anhäufung von Integrinen an der vorderen Seite der Zelle 
(„focal-adhesion-points“) bilden sie komplexe Zusammenschlüsse aus diversen 
Adhäsionsmolekülen, die einerseits neue Zell-ECM-Bindungen in Bewegungsrichtung 
knüpfen und andererseits der Zelle einen festen Halt an der Matrix geben. An der Rückseite 
der Zelle werden z.B. durch die Aktivierung von MMPs die Zell-Matrix Verbindungen gelöst. 
Die kontraktile Bewegung der Zelle zur Frontseite resultiert aus der Aktivierung intrazellulärer 
Actin-Myosin-Einheiten, welche die Zelle zusammenzieht[62].  
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Die Angiogenese beschreibt die Bildung von Blutgefäßen[63]. Sie tritt während normalen 
physiologischen Prozessen wie z.B. während der Wundheilung oder während der 
Schwangerschaft auf[64]. Diese Prozesse werden durch eine feingliedrig kontrollierte Balance 
von inhibitorischen und pro-angiogenen Faktoren gesteuert (Tabelle 3), die während der 
starken Endothelzellen-Proliferation, Migration und Zelldifferenzierung die Kontrolle dieser 
Prozesse garantieren. Der Verlust dieser Kontrolle  begünstigt die Angiogenese, die in vielen 
physiologischen Erkrankungen auftritt (z.B. bei der Diabetischen Retinopathie[65], 
altersbedingten Makuladegeneration[66], rheumatoiden Arthritis[67], Endometriose[68], Psoriasis 
[69] und bei Krebs[67]). 
Die Arbeiten von Folkman[70,71] zeigen, dass das Wachstum und das Überleben eines 
malignen Tumors von seiner Neoangiogenese abhängt und dass eine metastatische 
Erkrankung nicht ohne die Bildung  einer Blutzufuhr zum primären Tumor möglich ist [72,73]. 
Ohne die Bildung einer intratumoralen Blutversorgung sind Tumore nicht in der Lage, 
Sauerstoff und wichtige Nährstoffe zu erhalten[74].  
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Pro-angiogene Faktoren Inhibitoren der Angiogenese 
Angiogenin Angiostatin 
Angiopoietin-1 Cartilage-derived inhibitor (CDI) 
Del-1 Endostatin 
Substance P Heparinase 
Fibroblast growth factor-acidic (aFBF) und 
basic (bFGF) 
Human chorionic gonadotropin 
Follistatin Interferon (IFN) a, b und gamma 
Granulocyte colony-stimulating factor (G-
CSF) 
Interleukin-12 (IL-12) 
Hepatocyte growth factor (HGF)/scatter 
factor (SF) 
Kringle 5 
Interleukin-8 (IL-8) Platelet factor-4 
Leptin Prolactin 
Placental growth factor (PGF) Thrombospondin-1 
Platelet-derived endothelial cell growth-
factor (PD-ECGF) 
Tissue inhibitors of matrix metalloproteinase 
(TIMPs) 
Platelet-derived growth factor-BB (PDGF-
BB) 
Vasculostatin 
Pleiotrophin (PTN) Vasostatin 
Proliferin  
Transforming growth factor a und b (TGF a; 
TGF b) 
 
Tumor necrosis factor a (TNF a)  
Vascular endothelial growth factor (VEGF)  
 




Um die Angiogenese zu stimulieren, produzieren Tumorzellen und die sie umgebenden 
Bindegewebszellen lösliche proinflammatorische und pro-angiogene Cytokine wie z.B. den 
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), den vaskulären endothelen Wachstumsfaktor (VEGF) und 
Interleukin-8 (IL-8), die in das benachbarte Gewebe diffundieren und auf vorhandene 
Blutgefäße in der Nachbarschaft des Tumors treffen. Dort binden sie an Rezeptoren, welche 
sich an den Endothelzellen und am Tumor selbst befinden und stimulieren die Produktion 
von Adhäsionsmolekülen einschließlich der Integrine[75], Proteasen wie die Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) und Plasminogen Aktivatoren. Inhibitoren wie Thrombospondin 
werden runter reguliert[76-80]. Endothelzellen werden zur Proliferation stimuliert und 
degradieren mit Hilfe von Proteasen das umgebende Stroma und die Basalmembran 
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(Abbildung 25). Die migrierenden 
Endothelzellen bilden neue Gefäße  
(Lumen-Bildung), verzweigen sich und 
bilden vaskuläre Schleifen, um ein neues, 
vollständiges vaskuläres Netzwerk zu 
bilden, welches die Tumorzellen mit Blut 
versorgt[81]. Neu gebildete intratumorale 
Gefäße transportieren Sauerstoff und 
Nährstoffe zu den Tumorzellen. Die 
oftmals unvollständig ausgebildeten 
Gefäße sind fenestriert und undicht. Die 
Permeabilität dieser Gefäßwände 
ermöglicht den Krebszellen in die 
systemische Zirkulation einzuwandern.  
Durch den Einsatz von Inhibitoren kann 
die Tumor-Angiogenese blockiert 
werden[82,83], wobei das tumorassoziierte 
Endothel als Target angesehen werden 
kann. Dies ist deshalb möglich, da sich 
das tumorassoziierte Endothel - im 
Gegensatz zum normalen Endothel - in 
einem konstanten proliferierenden Status 
befindet und dadurch pro-angiogene 
Faktoren produziert. Einen 
entscheidenden Beitrag für die 
verkapselte Angiogenese-Therapie 
erbrachten Chen et al (1999)[84]. Er 
beobachtete eine Reduktion der 
Tumorgröße in Mäusen nach direkter 
Injektion von kationischen Liposomen, 
welche mit Plasmiden komplexiert waren, 
die für die Codierung von Angiostatin und 
Endostatin verantwortlich sind. Das war 
der erste eindeutige Beweis der Inhibition 
der Angiogenese in vivo. Endostatin 
hemmt das Wachstum von verschiedenen 
menschlichen Tumortypen ohne 
Abbildung 25: Mechanismus der Angiogenese. 
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schwerwiegende Nebenwirkungen. Viele Angiogenese-Inhibitoren, darunter auch Endostatin, 
werden in vielen Ländern für die Behandlung von Krebs zugelassen[83]. Bevacizumab, ein 
anti-VEGF-Antikörper[85,86], und eine Reihe von vaskulären/angiogenen Agenzien wie z.B. 
auch Combrestatin[87,88] befinden sich zurzeit in der klinischen Testung. 
Jedoch ließ ein neuerer Bericht in Cancer Cell  Zweifel aufkommen, dass das Wachstum von 
Tumoren durch Angiogenese-Inhibitoren gestoppt wird. Pennaccietti et al[89] fanden heraus, 
dass Hypoxie, anstatt das Geschwulst-Wachstum zu hemmen, die Metastasierung durch 
Aktivierung von Hepatocyten-Wachstumsfaktor (HGF) stimuliert.  
HGF, auch als „Scatter-Factor“ bezeichnet (ein von den Fibroblasten sezerniertes Protein, 
welches die Motilität und Matrixinvasion von Epithelzellen fördert), bindet an den c-met 
Proto-Oncogen Tyrosin-Kinase-Rezeptor. Eine Überexpression und Veränderung der am 
HGF-Mechanismus beteiligten Komponenten führte zur Entstehung und Förderung von 
vielen Krebstypen, einschließlich 
Nieren-, Brust- und Colorektalem 
Krebs.    Abbildung 26 zeigt, dass die 
durch den Einsatz von Angionese-
Inhibitoren entstehende Hypoxie zu 
einer drastischen Erhöhung der 
Metastasierung führt[90]. Daher ist die 
Entwicklung von anti-angiogen 
wirkenden Substanzen, die nicht 
denselben Mechanismus wie die bisher 
angewandten Mittel beeinflussen, von 
großer Bedeutung.  
Abbildung 26: Auswirkungen der 
Hypoxie. (a) 1.000 - 2.000 Zellen bilden ein Sphäroid am Anfang eines Collagen-
Invasionsassays. (b) als Antwort auf die Hypoxie entstehen verzweigte Tubuli. (c) Unter 
normalen Sauerstoffbedingungen stimuliert HGF die Verzweigung. (d) Unter hypoxischen 





Einfluss von Kohlenhydratstrukturanaloga auf die Angiogenese 
 
Die Bedeutung der Glykosylierung auf der Oberfläche der Endothelzellen für den 
Angiogenesevorgang ist bisher weitgehend unbekannt. Bisherige Arbeiten zeigten z.B., dass 
Endothelzellen eine ausgeprägte Sialylierung von membranständigen Glycoproteinen 
aufweisen. Die Aktivierung von Endothelzellen durch proinflammatorische oder angiogene 
Zytokine bewirkt eine tiefgreifende Veränderung der Glykanexpression sowie die einiger 
Schlüsselenzyme der Glykanbiosynthese. Weiterhin ist aus den bisherigen Daten eine 
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erhebliche Organ- und Tumorabhängigkeit der endothelialen Glykosylierung aufgrund der 
unterschiedlichen Umgebung abzuleiten. 
Glykosylierungsvorgänge sind am intrazellulären Transport sowie an zahlreichen zellulären 
Funktionen wie Adhäsion, Migration, Zellaktivierung und Apoptose, besonders an der 
Zelloberfläche beteiligt.  
Eine funktionelle Bedeutung der endothelialen Glykosylierung wurde vor kurzem für das 
Angiogenese-relevante, endotheliale Notch-Signal-Transduktionssystem gezeigt, da eine 
Blockierung der Fucosylierung von Notch zu Abschalten dieses Signalweges und zu einer 
antiangiogenen Wirkung führte. Eine funktionelle Bedeutung für die Fucosyltransferase 1 
(FUT1) sowie für die Glykane LewisY und H2 während der Angiogenese konnte kürzlich 
nachgewiesen werden[172].  
 
4.8 Antimetastatische Therapie 
Mehr als 90 % der Krebstodesfälle sind die Folge der Metastasierung[91]. Trotz dieser 
Tatsache zielen gegenwärtige Arzneimittel darauf, den Primärtumor zu kontrollieren oder zu 
zerstören, es gibt jedoch zurzeit keine spezifischen antimetastatischen Therapeutika. 
Obwohl die einzelnen Prozesse der primären Tumorbildung bisher gut verstanden werden, 
sind die Mechanismen der Metastasenbildung bisher noch unzureichend geklärt. Wichtige 
Fragen bleiben bisher ungelöst. Die Entwicklung neuer Therapien stellt somit bis heute noch 
eine Herausforderung für die Pharmaforschung dar.  
Theoretisch muss eine antimetastatische Therapie drei Ziele verfolgen[92]: (1) Hemmung der 
Extravasation der Tumorzellen bevor die Metastasierung begonnen hat (primäre Prävention); 
(2) Inhibition einer weiteren Ausbreitung der Metastasierung, vor allem dann, wenn der 
Primärtumor chirurgisch nicht entfernt werden kann; (3) Vernichtung der metastatischen 
Zellen, sobald sie das Gewebe kolonisiert haben, nachdem der Primärtumor zerstört wurde. 
Ein interessantes Ziel ist der Versuch, das Auftreten von Metastasen zu hemmen, solange 
der Patient frei von klinisch feststellbaren Metastasen zur Zeit der Tumor-Eliminierung 
(sekundäre Prävention) ist.  
Es wurden eine Reihe von Arzneimitteln entwickelt, die in für die Metastasierung ausschlag-
gebenden unterschiedlichen Stufen und Prozesse eingreifen[93]. Im Folgenden wird der 
derzeitige Entwicklungsstand von antimetastatisch-wirksamen Arzneimitteln und deren 
Problematik aufgezeigt. 
4.8.1 Integrin-Inhibitoren 
Da Integrine bei nahezu allen Schritten der Metastasierung eine Funktion haben (siehe 
Kapitel 4.3.2), stellen sie ein Erfolg versprechendes Target in der antimetastatischen 
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Therapie dar. So spielt beispielsweise der v3 Rezeptor, der ein Mitglied der Integrin-Familie 
ist, eine entscheidende Rolle in der Zell-Matrix-Erkennung, der Zelladhäsion und in der 
Angiogenese[94]. Im Jahre 1999 zeigte Kessler et al., dass cyclische RGD-Peptide sehr aktive 
und selektive v3-Antagonisten sind
[95]. So führte die N-Methylierung des v3-Antagonisten 
Cyclo(RGDfV) zu Cyclo(RGDf-N(Me)V-), das im Vergleich zur Ausgangsstruktur wesentlich 
potenter ist und in klinischen Studien auf seine Wirksamkeit untersucht wurde (Merck, 
Darmstadt, EMD121974). Cyclo(RGDf-N(Me)V-) (Cilengitid)[98]  inhibiert die Integrine vß3 
(IC50 = 0.00058 µM) und aIIb3 (IC50 = 0.86 µM) und somit die Angiogenese von Tumoren, 
ohne erkennbaren cytotoxischen Effekt.  
4.8.2 MMP-Inhibitoren 
Die Tumor Invasion und die Metastasierung benötigt eine steigende Expression von Matrix-
Metalloproteinasen (siehe Kapitel 4.4.1). Eine erhöhte MMP-9 Expression wurde bei 
Patienten mit einem heptacellulären Karzinom (HCC) gefunden[99]. Weiterhin zeigen mehrere 
Untersuchungen,  dass die Inhibition von MMP-9 die Invasion und Metastasierung 
verhindert[100]. MMP-9 ist darüber hinaus ein wichtiger Faktor für eine erleichterte Invasion 
und Metastasierung bei Bauchspeicheldrüsenkrebs[101]. Die in klinischen Studien 
verwendeten MMP-Inhibitoren waren anfänglich peptidomimetische Hydroxamat-Derivate. 
Unter diesen war Batimastat  der erste untersuchte Inhibitor, der sogar die klinische Phase III 
erreichte. Da Batimastat eine sehr schlechte Wasserlöslichkeit aufweist, wurde es  
intraperitoneal verabreicht. Hierdurch konnte jedoch kein ausreichender Plasmaspiegel 
erreicht werden, so dass eine Weiterentwicklung des Medikaments nicht mehr in Betracht 
gezogen wurde.   
Vor einigen Jahren wurde festgestellt, dass Vanillin  (4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd), 
das ein Hauptbestandteil von natürlicher Vanille ist, als Inhibitor der Zellinvasion und 
Migration fungiert. Zudem unterdrückt es die  enzymatische Tätigkeit von MMP-9 und 
reduzierte so die Zahl von Lungen-Metastastisierenden Zellkolonien in Mäusen[102]. Der 
Mechanismus der MMP-9-Expression durch Vanillin ist jedoch bis heute noch unklar.  
In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden[103], dass Vanillin die durch 12-o-
tetradecanoylphorbol-13-Acetat-(TPA) induzierte MMP-9 Expression und die Invasion der 
HepG2-Zellen inhibiert. Vanillin reduzierte eindeutig die invasive Kapazität von  HepG2 
Zellen in nichttoxischen Konzentrationen. Vanillin könnte somit als ein starkes anti-invasives 
Reagenz eingesetzt werden, das die MMP-9-Aktivität über den NF-κB Signalpfad 
unterdrückt. 
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Vor dreißig Jahren stellte Judah Folkman fest, dass primäre Tumoren deren Durchmesser 
größer 1-2 mm ist, nicht wachsen können, es sei denn sie bilden neue Blutgefäße[104,105]. 
Unter den ersten anti-angiogenen-Wirkstoffen, die einen antimetastatischen Effekt zeigten, 
waren die Fumagillin-Derivate, TNP470[106] und eine kombinierte Behandlung  durch 
antiangiogene Steroide und Minocycline (ein Inhibitor von MMPs)[107]. Seitdem haben viele 
experimentelle Studien, die von verschiedenen Modellen der Metastase ausgehen, den 
Beweis des Konzepts von anti-angiogenen Arzneimitteln bestätigt, die einen 
antimetastatischen Effekt verursachen.  
Unter diesen zeigten Prostaglandin-Hemmstoffe die gewünschten Eigenschaften und wurden 
zahlreich untersucht[108-111]. Ihre Wirkung beruht auf der Tatsache, dass viele Krebs-Zelllinien 
und Tumoren eine hohe Expression von Cyclo-Oxygenase 2 aufzeigen, der zu ihrem 
angiogenen und metastatischen Potential führt. Epidemiologische Studien zeigten zudem 
eine Verbindung zwischen dem ständigen Gebrauch von nicht-steroidalen anti-
inflammatorischen Medikamenten, welche die Prostaglandin Produktion inhibieren und somit 
zu einem niedrigeren Auftreten von Krebs führen[112,113].  
Seit der Studie von Folkman et al im Jahre 1983[114], in der gezeigt werden konnte, dass eine 
Kombination von Heparin mit antiangiogenen Steroiden zu einer Inhibition des Wachstums 
von murinen Tumoren führt, konnte auch in mehreren voneinander unabhängigen Studien 
die antimetastatische Aktivität von Heparin-Abkömmlingen gezeigt werden[115-118]. Der hierbei 
vorgeschlagene Mechanismus sieht u.a. eine Inhibition der Heparanase-Aktivität vor[119]. Die 
Hemmung der Produktion von angiogenen  Faktoren durch Tumorzellen ist ein anderer 
Denkansatz (indirekte anti-angiogene Arzneimittel)[120,121]. Einige Antibiotika (Roxithromycin, 
Clarithromycin und Rapamycin Makrolide) unterdrücken die Produktion von VEGF und IL8 
durch Tumor-Zellen und zeigten eine antimetastatische Aktivität in experimentellen 
Metastase-Modellen[122-124]. Auf die gleiche Weise inhibieren Alpha - oder Betainterferone, die 
zu einer Herunterregulierung von angiogenen Faktoren wie z.B.  IL8  und MMP-9 führen, die 
Metastasierung von Colon-Zelllinien[125].  
Razoxan, eine cyclische Form des Chelatliganden EDTA,  hemmt lymphatische Metastasen 
in verschiedenen experimentellen Modellen[126].  Dieser antimetastatische Effekt resultiert 
möglicherweise aus einer Normalisierung der Tumorblutgefäße, während die Wachstumsrate 
des Tumors vermindert wird.  Diese Beobachtung führte zum Konzept einer dynamischen 
Korrelation zwischen der Tumor-Wachstumsrate und der Integrität der Neovaskularisation 
des Tumors. Die klinische Entwicklung dieser Substanz wurde in den 1990er Jahren wegen 
des Auftretens einer leukomogenen Wirkung unterbrochen. 
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4.9 Biologische Abbaubarkeit 
4.9.1 Allgemeines 
Wirksame Arzneimittel sind unverzichtbarer Bestandteil unseres Bemühens um eine 
möglichst hohe Gesundheit und Lebenserwartung. Bei Zytostatika sind jedoch die 
Nebenwirkungen oft so groß, dass eine chemotherapeutische Krebstherapie dem 
„Austreiben des Teufels mit dem Belzebub“ nahe kommt. Neue Wirkstoffe werden dringend 
benötigt. Diese sollten möglichst wirksam und verträglich für die Patienten sein.  
Arzneimittel rückten in der letzten Dekade allerdings auch zunehmend als in der Umwelt 
nachgewiesene Schadstoffe ins Zentrum des wissenschaftlichen und des öffentlichen 
Interesses. Sie waren in der Vergangenheit von der Prüfung ihrer Umweltverträglichkeit 
ausgenommen, wie sie für andere Stoffe durch das Chemikaliengesetz vor ihrer 
Vermarktung gefordert wird. Im Sinne einer nachhaltigen Entwicklung ist aber auch bei 
Arzneimitteln künftig ihre Umweltverträglichkeit sowie eine möglichst geringe Belastung der 
Umwelt durch ihre Herstellung und der dazu notwendigen Rohstoffe zu beachten.  
Bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe ist neben dem Ziel einer Synthesestrategie und -
technologie, die mit möglichst wenig Umweltbelastungen einher geht, auch die 
Umweltrelevanz der Wirkstoffe selbst zu berücksichtigen und schon möglichst frühzeitig ihre 
(biologische) Abbaubarkeit zu verbessern. Aus ökonomischen Gründen (Marktfähigkeit des 
neuen Wirkstoffs) muss eine auf Nachhaltigkeit abzielende Strategie schon bei der 
Wirkstoffentwicklung in Betracht ziehen, dass die Wirkstoffe genauso gut oder besser 
wirksam sind als die bisher verwendeten Alternativen und dass sie verträglicher für den 
Patienten sind. Auch die sehr frühe Beurteilung einer möglichen toxischen Belastung der 
Patienten wird immer wichtiger. Hier liegen bereits Analysen auf der Grundlage erfolgreicher 
Medikamente vor, die zur Definition pharmakophorer funktioneller Gruppen und Ringsysteme 
geführt hat.  
4.9.2 Nachhaltige Chemie (Green Chemistry) 
Der  Begriff „Nachhaltige Chemie“ (Green Chemistry) wird im Allgemeinen dann verwendet, 
wenn bei der Herstellung von chemischen Produkten, wie z.B. Arzneimitteln, die Umwelt und 
ihre Ressourcen geschont werden. Die ersten Überlegungen zur „Nachhaltigen Chemie“ und 
somit auch umweltfreundlicheren Synthese stammen von Anatas[127]. Zusammen mit John C. 
Warner entwickelte er 12 Grundsätze[127], welche u.a. die Verwendung von nachwachsenden 
Rohstoffen als Ausgangsstoffe für die Synthese von chemischen Produkten und die 
Minimierung des Energieverbrauchs bei der Herstellung  umfasst. 
Die zwölf Grundsätze lauten: 
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1. Abfallvermeidung: Entwicklung von chemischen Synthesen, bei denen keine giftigen 
Abfälle entstehen. 
2. Entwicklung von sicheren chemischen Produkten, die eine maximale Effizienz zeigen, 
jedoch nur eine geringe oder keine Toxizität aufweisen.  
3. Entwicklung von weniger umweltgefährlichen chemischen Synthesen. 
4. Verwendung von nachwachsenden Rohstoffen: Nutzung von nachwachsenden 
Rohstoffen und damit weniger von erschöpfenden Rohstoffen. Nachwachsende 
Rohstoffe sind oft landwirtschaftliche Erzeugnisse oder fallen als Abfallmaterialien bei 
Prozessen an. Erschöpfende Rohstoffe werden aus fossilen Energieträgern 
hergestellt (Petroleum, Gas, Kohle).  
5. Verwendung von Katalysatoren anstelle von stöchiometrischen Reagenzien: 
Minimierung von Abfällen durch Verwendung von katalytischen Reaktionen. Der 
Vorteil des Einsatzes von Katalysatoren liegt darin, dass nur sehr geringe Mengen 
benötigt werden und diese mehrmals eingesetzt werden können.  
6. Vermeidung von chemischen Derivaten: Meiden des Gebrauchs von Schutzgruppen. 
Derivatisierungen benötigen zusätzliche Reagenzien, welche weitere chemische 
Abfälle verursachen.   
7. Maximierung der Atom-Ökonomie: Entwicklung von chemischen Synthesen, bei 
welchen das Endprodukt den möglichst größten Anteil aller Atome der eingesetzten 
Ausgangssubstanzen enthält.  
8. Verwendung von sicheren Solventien und Reaktionsbedingungen: Vermeiden von 
Lösungsmitteln oder anderen zusätzlichen Chemikalien. 
9. Erhöhung der Energie-Effizienz:  Falls möglich sollten chemische Reaktionen bei 
Raumtemperatur und Normaldruck verlaufen, um so wertvolle Energie einsparen zu 
können.  
10. Entwicklung von abbaubaren Chemikalien und chemischen Produkten: Abbau der 
Substanzen in ungefährliche Komponenten, so dass deren Akkumulation in der 
Umwelt vermieden wird. 
11. Analyse in Echtzeit, um Umweltverschmutzung zu vermeiden: Einbinden von Echt-
Zeit-Überwachungen und Kontrollen während chemischer Synthese zur Minimierung 
oder Eliminierung der Entstehung von Nebenprodukten.  
12. Minimierung von Unfällen:  Entwicklung von chemischen Substanzen, die das 
Potential von chemischen Unfällen wie z.B. Explosionen, Feuer oder Freisetzung in 
die Umwelt minimieren.  
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4.9.3 Arzneimittel in der Umwelt 
Ein mengenmäßig hoher Verbrauch von pharmazeutischen Wirkstoffen in Verbindung mit 
einer schlechten biologischen Abbaubarkeit während der Abwasseraufbereitung führte zu 
Einträgen von Pharmaka in die aquatische Umwelt[128-130]. Der Nachweis von Arzneimitteln 
aus unterschiedlichen therapeutischen Gruppen in Abläufen von Kläranlagen und der 
aquatischen Umwelt bestätigt, dass sie in Kläranlagen nicht vollständig eliminiert werden. 
Dies zeigte sich auch in unterschiedlichen Labortests für fast alle bisher untersuchten 
Wirkstoffe. Acetylsalicylsäure ist einer der wenigen Wirkstoffe, die als leicht biologisch 
abbaubar gelten. 
Geringe Unterschiede in der chemischen Struktur der Wirkstoffe führen aber zu deutlichen 
Unterschieden im Abbauverhalten[130,131]. 
Bemerkenswert ist, dass die beiden neueren, wirksameren Wirkstoffe Gemcitabin und 
Cytarabin besser biologisch abbaubar sind als das ältere Produkt 5-Fluoruracil (5-FU, 
Abbildung 27). Die genauere Analyse der Daten zeigt, dass die verbesserte Abbaubarkeit 
von Cytarabin im Vergleich zum Gemcitabin nicht nur durch den nicht-fluorierten Zuckerrest 
im Molekül bedingt ist, sondern auch die daran geknüpfte Base einschließt[130]. Cytarabin ist 
das einzige von etwa zwanzig untersuchten Zytostatika, das als inherent biologisch 















Abbildung 27: Unterschiedliche biologische Abbaubarkeit und Elimination strukturell ähnlicher 




Mittlerweile kann aufgrund des Nachweises der Stoffe in der Umwelt und der in Labortests 
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schlecht (biologisch) abbaubar sind. Zytostatika sind häufig cancerogen, mutagen oder 
teratogen, so dass keine absolut sichere Dosis angegeben werden kann. Eine 
Risikoabschätzung ist daher für diese Stoffgruppe derzeit nicht möglich. Die in der Literatur 
dokumentierten Daten weisen auf ein deutliches Risiko des Vordringens verschiedener 
pharmazeutischer Wirkstoffe und ihrer Metabolite bis ins Trinkwasser hin, da sich viele der 
bisher nachgewiesenen Wirkstoffe als persistent und Grundwasser-gängig bzw. 
Trinkwasser- relevant erwiesen haben. Nicht zuletzt aus umwelthygienischer Sicht sind alle 
Fremdstoffe im Trinkwasser unerwünscht und ein Eintrag ist möglichst zu vermeiden. 
 
4.9.4 Systematische Variation von Strukturen: Struktureigenschafts-
beziehungen (Structure-Activity-Relationship - SAR) 
 
4.9.4.1 SAR geleitete Synthese und biologische Abbaubarkeit 
 
Geringe Veränderungen der Molekülstruktur können physikalisch-chemische Eigenschaften 
von Stoffen, ihre Wirksamkeit, aber auch ihre Stabilität stark beeinflussen. Bezüglich des 
photochemischen wie auch chemischen Abbaus sind einige begünstigende Strukturelemente 
bekannt, wie z.B. Mehrfachbindungen oder Estergruppen, bei denen es beispielsweise zum 
Abbau durch Hydrolyse kommt. Gleiches gilt für die biologische Abbaubarkeit. So führt z.B. 
eine Fluorierung zur Verschlechterung der Abbaubarkeit organischer Verbindungen[133]. 
Abbildung 27 zeigt, dass Uracil eine biologische Schlüsselkomponente und leicht biologisch 
abbaubar ist, wohingegen das fluorierte Derivat nicht biologisch abbaubar ist. Der negative 
Einfluss des Fluoratoms auf die biologische Abbaubarkeit zeigt auch der Vergleich von 
Gemcitabin und Cytarabin.  
Der biologisch nicht abbaubare Komplexbildner EDTA ist eine weit verbreitete 










Schema 3: Verbesserung der Umwelteigenschaften eines Komplexbildners durch Überführung 























S,S-Ethylendiamindisuccinat (EDDS) Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
leicht biologisch abbaubar schwer biologisch abbaubar
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Ethylendiamintetraacetat (EDTA) ist dem Komplexbildner S,S-Ethylendiamindisuccinat 
(EDDS) strukturell sehr ähnlich (Schema 3). Durch Austausch von tertiären durch sekundäre 
Aminogruppen wird das Molekül einem biologischen Abbau sehr viel besser zugänglich. Mit 
der Modifizierung der Aminogruppen geht eine Verschiebung der für die Anwendung 
wichtigen Carboxylfunktionen einher, da die sekundären Aminofunktionen sich ebenfalls als 
Chelatliganden eignen. Die Komplexbildungskonstanten für die Chelatkomplexe mit 
Metallionen von EDDS sind meist nur geringfügig kleiner als die des EDTA, so dass es 
dieses weitestgehend substituieren könnte. 
4.9.4.2 Beispiele 
 
Am Beispiel des Ifosfamid konnte gezeigt werden, dass ein nicht biologisch abbaubares und 
cancerogenes Zytostatikum zur Krebsbehandlung durch die Modifikation seiner Struktur nicht 
nur umweltverträglicher, sondern auch sehr viel besser verträglich für den Patienten  wird 

























sehr gut biologisch abbaubar,
verbesserte Resorption im Darm
 
Abbildung 28: Verbesserung der pharmakologischen Umwelteigenschaften des Zytostatikums 





4.9.4.3 Chemische Strukturen und deren biologische Abbaubarkeit 
 
Das Beispiel von EDTA bzw. EDDS zeigte, dass die biologische Abbaubarkeit durch den 
Ersatz der tertiären Aminogruppen von EDTA durch sekundäre Aminogruppen (EDDS) 
verbessert werden konnte. Um die biologische Abbaubarkeit einer Substanz einstufen zu 
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können, müssen die einzelnen funktionellen Gruppen separat betrachtet werden. Für die 
Einschätzung der Abbaubarkeit sind hier einige Grundregeln aufgeführt[137]: 
 











Man kann festhalten: eine Substanz gilt dann als biologisch abbaubar, wenn die 
einzelnen funktionellen Gruppen durch Oxidation weiter umgesetzt werden können.  
 
Eine schlechte biologische Abbaubarkeit zeigen: 
 
1. Halogene, insbesondere Fluor 




Da eine Oxidation im Falle der Halogene nicht möglich ist, können halogenhaltige 
Verbindungen durch Mikroorganismen nicht umgesetzt werden. Sie gelangen strukturell 
unverändert in die aquatische Umwelt. 
 
Eine weitere Grundregel zur Einschätzung der biologischen Abbaubarkeit lautet: 
 
1. verzweigte Alkylketten sind schlechter biologisch abbaubar als unverzweigte 
 
Sterisch anspruchsvolle Moleküle können ebenfalls durch Mikroorganismen nur 
erschwert abgebaut werden. 
 
Für die Synthese von Strukturen, die eine biologische Abbaubarkeit zeigen sollen, ist es 
notwendig, die o.g. Grundregeln zu beachten und in die Synthese einzubeziehen.  
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4.9.4.4 SAR-Module zur Vorhersage der biologischen Abbaubarkeit  
 
Um eine Voraussage zur biologischen Abbaubarkeit vor der eigentlichen Synthese treffen zu 
können, existieren zahlreiche Softwaremodule, wie z.B. die Biowin Modelle der US 
Environmental Protection Agency (USEPA) und die Softwarepakete Leadscope sowie 
Multicase, die eine Einschätzung der Abbaubarkeit unter Berücksichtigung unterschiedlicher 
Strukturmerkmale der Substanzen zulassen[137]. 
 
 
Abbildung 29: Softwaremodule zur Vorhersage der biologischen Abbaubarkeit
[137]
. 
Das Modul Leadscope (Abbildung 29) liefert neben dem logP eine quantitative Vorhersage 
der biologischen Abbaubarkeit in Prozent, jedoch berechnet das Softwaremodul bei 
Konformationsisomeren eine identische biologische Abbaubarkeit, was der Realität nicht 
entspricht. EPI (Estimation programs interface) besteht aus mehreren BIOWIN Modulen. 
Dieses Modell addiert die Abbaubarkeit einzelner funktioneller Gruppen des Zielmoleküls. 
LAZAR (Lazy Structure-Activity Relationship) gibt eine Vorhersage der Toxizität und 
vergleicht die zu untersuchende Struktur mit Strukturen aus der Datenbank.  Die biologische 
Abbaubarkeit wird nicht prozentual angegeben, sondern nach dem Ausschlussprinzip „yes“ 
oder „no“. 
Durch die Kombination der unterschiedlichen Softwaremodule ist eine dem experimentellen 
Ergebnis vergleichbare Vorhersage der biologischen Abbaubarkeit nahezu gewährleistet. 
Der Vorteil dieser Softwarepakete liegt also darin, dass eine Einschätzung der 
Umwelteigenschaften einer Zielstruktur getroffen werden kann, noch bevor die Zielstruktur 
experimentell untersucht wurde. Mit dieser Methode ist also eine zielgerichtete Synthese 
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4.10 Leitstruktur  
4.10.1 Definition 
 
Die Definition der Leitstrukur (lead structure) hat sich in den vergangenen Jahren 
grundlegend geändert.  Ursprünglich war damit jede biologisch aktive Substanz gemeint, die 
auf vielfältige Art und Weise chemisch weiter variiert werden kann[138]. Meist stammt ein Lead 
von einem ursprünglichen „Hit” (primärer Treffer aus einer biologischen Testreihe mit einem 
bestimmten biologischen Effekt aber ohne detaillierte Charakterisierung) ab. Heute ist die 
Definition wesentlich kritischer. Eine Leitstruktur muss bereits wesentliche Eigenschaften des 
späteren Wirkstoffs aufweisen, wie Aktivität, Selektivität, Modulation von Aktivität und 
Selektivität bei chemischer Abwandlung – d. h. das Vorliegen einer wie immer gearteten 
Struktur-Wirkungsbeziehung –, Potenzial der oralen Verfügbarkeit, Fehlen reaktiver Gruppen 
und toxischer Nebenwirkungen. Zusätzlich sollte sie weder in ihrem Molekulargewicht zu 
groß noch in ihrer Lipophilie zu unpolar sein[103]. Eine Leitstruktur sollte folgende 
Eigenschaften besitzen[139]: 
 
1.) einfache chemische Struktur, die weitere Optimierungen zulässt 
2.) Zugehörigkeit zu einer bekannten SAR-Serie 
3.) Positive Patent-Situation 
4.) Gute Absorptions-, Verteilungs-, Metabolisierungs- und Ausscheidungs-
eigenschaften (ADME: Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion) 
 
In dem Maß, in dem diese Anforderungen erfüllt sind, ist die Substanz als Leitstruktur 
geeignet oder Alternative der zweiten Wahl. 
4.10.2 Lipinski´s Rule of Five 
 
Die sogenannte „Rule of Five“ von C.A. Lipinski[139] ist eine Faustregel für die orale 
Bioverfügbarkeit von chemischen Verbindungen. Diese fordert von einem Wirkstoff folgende 
Bedingungen für eine gute orale Bioverfügbarkeit:  
 
1. nicht mehr als fünf Wasserstoffdonoren (z.B. Hydroxy- und Amino-Gruppen) 
2. die Molekülmasse ist nicht größer als 500 g/mol  
3. der Verteilungskoeffizient (logP) zwischen Oktanol und Wasser (Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizient) ist nicht größer als 5  
4. es liegen nicht mehr als zehn Akzeptoren von Wasserstoffbrückenbindungen vor 
(z.B. Sauerstoff- und Stickstoffatome). 
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Abbildung 30: Klassifizierung von 




Die Bezeichnung „Rule of Five“ 
rührt daher, dass die Werte der o.g. 
Bedingungen der Zahl fünf oder 
ihren Vielfachen entsprechen. Die 
Faustregel basiert auf 
computerbasierten Berechnungen 
der Eigenschaften von über 
tausend verschiedenen Arznei-
stoffen[139]. 
Die Erweiterung der „Rule of Five“ 
lieferte Ghose et al[141]. Hierbei liegt  
 
1. der logPOW zwischen -0.4 und +5.6 
2. die molare Masse zwischen 160 und 480 g/Mol 
3. die Anzahl der Atome zwischen 20 und 70. 
 
Hirschmann[142] zeigte, dass  Arzneistoffe, welche Aminbindungen als funktionelle Gruppen 
enthalten, eine schlechtere orale Bioverfügbarkeit haben. Dies resultiert möglicherweise aus 
einer Interaktion dieser Bindungen mit Wasser. Weiterhin ist bekannt, dass sich eine sehr 
polare Oberfläche von Molekülen als ein negativer Faktor für die intestinale Absorption 
erwiesen hat[143]. Aber auch andere Faktoren  zeigen einen negativen Einfluss auf die orale 
Bioverfügbarkeit. Steigt in einer chemischen Verbindung die Anzahl der freien drehbaren 
Bindungen, führt sie zwangsläufig zu einem höheren Molekulargewicht, womit auch 
wiederum die orale Bioverfügbarkeit verringert wird[144]. Berücksichtigt man diese 
Erweiterungen der Lipinskis Rule of Five, ist eine gezieltere Optimierung von Leitstrukturen, 












Affinity > 0.1 µM
MW < 450
cLogP < 4.5
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Grundlage dieser Arbeit waren erste Ansätze zur Entwicklung neuartiger Substanzklassen, 
welche selektive Wechselwirkungen mit Oberflächenstrukturen von Tumorzellen eingehen.  
So konnte Gronewold[145] zeigen, dass das sulfatierte Saccharidmimetikum GSF eine 
deutliche Inhibition der Zellbindung an Proteine der Extrazellulärmatrix wie Fibronectin und 
Fibrinogen bewirkt und die Migration von Tumorzellen unterbindet. Darüber hinaus zeigt GSF  
eine inhibierende Wirkung auf die Aktivität der Metalloprotease MMP-2. Für diese wurden 
allerdings GSF Konzentrationen im mM Bereich benötigt. GSF ist daher eine Leitstruktur, die 
zum Einen durch zielgerichtete Synthesen und zum Anderen 
durch Zuhilfenahme von „Molecular Modelling“ in ihren 
Wirkeigenschaften optimiert werden soll. Die neu 
synthetisierten Mimetika sollen in in vitro Untersuchungen an  
Melanomzelllinien auf ihre Fähigkeit die Adhäsion der Zellen 
an Fibronectin einerseits und die Wanderung in eine Wunde 
im Zellrasen andererseits zu hemmen, untersucht werden. 
Die aus diesen Experimenten erhaltenen Ergebnisse werden in weitere 
Strukturoptimierungen berücksichtigt. Durch diese Art von Drug Development, welches 
„Molecular Modelling“ und Synthesen mit anschließendem biologischen Screening umfasst, 
können Rückschlüsse auf die Art der Wechselwirkungen der Saccharidmimetika mit den 
untersuchten humanen Melanomzelllinien gezogen werden. Da Zellmigration und –
Adhäsionsprozesse auch für die Bildung neuer Blutgefäße während des Tumorwachstums 
wichtig sind, sollen die neu synthetisierten Saccharidmimetika in in vitro Angiogeneseassays 
getestet werden. 
Neben der Optimierung der biologischen Wirksamkeit sollen die neu entwickelten Strukturen 
- dem Konzept der „Green Chemistry“ folgend -  hinsichtlich ihrer Umweltverträglichkeit 
überprüft und verbessert werden. Dies geschieht sowohl in silico als auch mit 
Klärschlammbakterien in Kooperation mit dem Institut für Umweltmedizin und 
Krankenhaushygiene (IUK) der Universität Freiburg. Dabei werden sowohl Zwischenstufen 





Abbildung 31: GSF. 
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6.1 Erklärung der Wirkungsweise der Leitstruktur GSF durch 
Molecular Modeling 
 
Um die Wirkungsweise des GSF auf die Komponenten der Extrazellulärmatrix erklären zu 
können, wurde von Martin Frank (DKFZ Arbeitsgruppe C.W. von der Lieth) 
computerbasiertes Molecular Modeling durchgeführt. Hierfür wurde die von Xiong et al 
ermittelte Kristallstruktur des Integrins v3 verwendet (siehe Kapitel 4.3.2, Abbildung 7). 
Die  Ermittlung der Bindungsstelle erfolgte durch einen simulierten Strukturabgleich des 
jeweiligen Moleküls mit einem gewählten Teil der v3-Integrinoberfläche im Vakuum. Dieses 
Verfahren wird als Blind Docking 
bezeichnet. Hierbei bindet das 
Saccharidmimetikum GSF sowohl an 
die physiologische RGD-
Bindungsstelle des Integrins v3  als 
auch in einem -Faltblatt-Hohlraum 
der v-Untereinheit.  
 
Abbildung 32: zeigt eine  zusätzliche 
Bindungsstelle (durch -Faltblatt 
gebildeten Hohlraum) für GSF (Pfeil).  
 
 





Struktur 2 ist eine GSF-analoge Verbindung, die anstatt eines Furan-Rings einen 
Cyclohexenring als Core-Molekül besitzt. Die Saccharideinheit befindet sich in cis-Stellung 
GSF (1) 
 
Cyclohexensulfat (2)      cyclo(RGDf-N(Me)V) (3) 
 
 Ergebnisse  





zur Sulfatgruppe. Bei dem peptidischen Liganden 3 handelt es sich um den v3-
Antagonisten cyclo(RGDf-N(Me)V) (siehe Kapitel 4.8.1). Abbildung 33 zeigt, dass GSF 
ähnlich wie der peptidische Ligand mit einer hohen Wechselwirkungsenergie an die RGD-
Bindungsstelle andockt. 
Abbildung 33: Vergleich GSF 1 
(cyan/magenta) und einer GSF-
analogen Verbindung 2 
(cyan/magenta) mit dem peptidischen 
Liganden 3 (grün). Alle drei 
Substanzen docken in der gleichen 
Bindungstasche mit der gleichen 
Wechselwirkungsenergie an.  Die 
negativ geladenen Sulfatgruppen von 
1 und 2 orientieren sich in Richtung 
eines der Mn
2+
-Ionen des Integrins 
v3. 
 
Folgende Abbildung zeigt die 
genaue sterische Orientierung der 
drei untersuchten Verbindungen 
nach 500 ps MD-Simulation. Hier wird auch die Lage der Bindungstasche, die sich an der 
Grenzfläche zwischen der Propellerdomäne und der B-Kette des Integrins vß3 befindet, 
deutlich. 
Abbildung 34: GSF 1 (cyan/rot) und 
Verbindung 2 (gelb) mit dem 
peptidischen Liganden 3 (grün). Die 
Bindungstasche befindet sich an der 
Grenzfläche zwischen der 
Propellerdomäne (A-Kette) und der B-
Kette.  
 
Anhand einer MD-Simulation mit 
Wasser konnte die genaue Lage des 
GSF und die Ausbildung von 
Wasserstoffbrückenbindungen er-
mittelt werden. Hier wird deutlich, 
dass die negativ geladene 
Sulfatgruppe des GSF mit dem 
positiv geladenen Mangan des Integrins koordiniert. Womöglich resultiert aus dieser 
elektrostatischen Wechselwirkung die Hemmung des GSF auf die Zelladhäsion und –
migration. Weiterhin zeigt die MD-Simulation mögliche Wechselwirkungen, z.B. die 
Ausbildung von Wasserstoffbrücken zwischen dem Saccharidmimetikum GSF und dem 
Protein. Anhand der Ergebnisse des Molecular Modeling kann nun die Leitstruktur GSF auf 
vielfältige Weise optimiert werden. 
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Abbildung 35: MD-Simulation. GSF 
bildet einige Wasserstoffbrücken mit 
dem Protein aus (H-Brücken zwischen 
Gal(OH4) und ASP218 und Gal(OH6) 
mit ASP219/ALA552. Die Sulfatgruppe 










6.2  Optimierung der Leitstruktur GSF 
 
Wie bereits erwähnt, liegt ein großer Nachteil des Saccharidmimetikums GSF darin, dass zu 
hohe Konzentrationen (5 mM) benötigt werden, um die genannten inhibitorischen Effekte zu 
erzielen. Eine Optimierung der Struktur soll dazu führen, dass man die gleichen Effekte auf 
Zelladhäsion und –migration mit einer weitaus geringeren Konzentration erzielen kann. Die 
Optimierung der Leitstruktur GSF erfolgte u.a. mit Hilfe von Molecular Modeling und durch 
Synthese einer Vielzahl von neuen Verbindungen, die in einem einfachem biologischen Test, 
dem Migrationsassay, untersucht werden. Zeigt eine Verbindung eine Inhibition der Migration 
von humanen Melanomzelllinien in einem Konzentrationsbereich kleiner als 5 mM, wird sie in 
weiteren Assays auf ihre Wirksamkeit hin geprüft. Sowohl negative als auch positive 
Ergebnisse der chemischen Modifikationen werden für die nächsten Syntheseschritte 
berücksichtigt.  
 
Die Optimierung der Leitstruktur erfolgte u.a. durch  
 
1. den Ersatz der Saccharideinheit durch andere Mono- oder Disaccharide 
2. die Substitution der Sulfatgruppe durch andere funktionelle Gruppen 
3. den Austausch des Furankerns durch andere Heteroaromaten, Aromaten oder nicht-
aromatische, cyclische Systeme 
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Im Folgenden wird die Vorgehensweise bei der Optimierung der Leitstruktur GSF 
beschrieben. 
 
1.) Optimierung durch Einsatz von verschiedenen Saccharideinheiten 
 
a.) Hierfür wurden die Monosaccharide D-Glucose, D-Xylose, D-Fucose, L-Fucose, 2-























































Schema 4: Eingesetzte Mono- und Disaccharide 
 
b.) Durch Umfunktionalisierung am Monosaccharid durch Einsatz einer geeigneten 
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Schema 5: Umfunktionalisierung ausgehend von D-Glucose in Position 3. 
Folgende Syntheseschritte zeigten eine gezielte Entschützung der Hydroxygruppe an 
Position 6 der Galactose, die in weiteren Syntheseschritten gezielt umfunktionalisiert werden 
kann (Schema 6).  
Schema 6: Umfunktionalisierung ausgehend von D-Galactose in Position 6. 
 
2.) Optimierung durch Substitution der Sulfatgruppe 
 
Durch Umfunktionalisierungen der Hydroxymethylgruppe an Position 4 des 
monoglycosidierten Furans, beispielsweise durch eine Sulfonsäure, konnte die Stabilität des 
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funktionelle Gruppen zu Rückschlüssen auf die Wirkungsweise des Saccharidmimetikums 
GSF. 
Schema 7 zeigt mögliche Umfunktionalisierungen. Eine Möglichkeit der Optimierung der 
Leitstruktur bestand in der Fluorierung des Monogalactosids. Die Oxidation des 
monoglycosidierten Bishydroxymethylfurans liefert die entsprechende Carbonylverbindung, 
eine wichtige Zwischenstufe,  die eine Vielzahl weiterer Syntheseoptionen zuließ. 
Die Einführung von Brom in das Monogalactosid erwies sich ebenso als sinvoll, da Brom als 
gutes Nucleofug leicht nukleophile Substitutionen an der jeweiligen Struktur begünstigt und 
damit eine Vielzahl weiterer Modifikationen der betreffenden Ausgangsstruktur zulässt. 
 
Schema 7: Umfunktionalisierung am monoglycosidierten Furan 
 
3.) Optimierung durch Substitution des Furankerns durch heteroaromatische, aromatische 
und nicht-aromatische cyclische Systeme wie Thiophen, trans-Cyclohexendimethanol, 
1,2-Benzoldimethanol sowie verschieden substituierten Furandimethanole. 
 
Der Einsatz verschiedener Kerne liefert nicht nur eine Vielfalt von Strukturen, sondern gab 
auch Aufschluss darüber, ob der Kern für die biologische Wirksamkeit der 
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6.3 Implementierung der Structure-Activity Relationship (SAR)-
Module 
 
Bereits vor der Synthese wurde eine Vielzahl von Strukturen, darunter auch Zwischenstufen, 
die während der Synthese der gewünschten Mimetika entstehen können, mittels 
computerbasierter Methoden auf ihre Abbaubarkeit und Toxizität untersucht. Die verfügbaren 
Daten aus Stoffberichten wurden zusammengestellt und soweit notwendig und möglich 
ergänzt (u. a. via Internetrecherchen). Module zur biologischen Abbaubarkeit wurden 
erarbeitet und erfolgreich validiert. Bei der Modulerstellung wurden verschiedene Software 
und Module nebeneinander eingesetzt und verglichen (siehe Tabelle 4).  Die verwendeten 
Softwaremodule (siehe Kapitel 4.9.4.4) wie z.B. die Biowin Modelle der USEPA und die 
Sofwarepakete Leadscope® sowie Multicase®, die eine Einschätzung der Abbaubarkeit 
unter Berücksichtigung unterschiedlicher Strukturmerkmale der Substanzen zulassen, 
wurden während des Projektes optimiert, da die Voraussage der biologischen Abbaubarkeit 
der jeweiligen Substanzen aufgrund des mangelnden Datensatzes der Module oft nur 
unzureichend möglich war. Tabelle 4 zeigt einen Auszug der berechneten biologischen 
Abbaudaten einiger Substanzen.  Hier wird deutlich, dass bei Stellungsisomeren alle 
verwendeten Programme gleiche oder sehr ähnliche Abbaubarkeiten voraussagen. Dies ist 
aber in der Realität nicht zu erwarten. Die Ursache liegt wie bereits erwähnt in der 
Datenlage.  Eine Optimierung der Datenlage (größere und spezifischere Datenmenge) führte 
zu einer Verbesserung der entsprechenden Module. Die Erfahrung zeigte bisher, dass 
Abbaubarkeitsdaten von unterschiedlichen Tests leider nicht in einem Modul sinnvoll 
zusammengefasst werden können. Die QSAR (quantitative structure-activity-relationship)-
basierte Datenbank für Strukturelemente und Stoffe wird laufend weiter ergänzt. Damit 
werden zukünftige Module noch besser in ihrer Aussagekraft. Dafür wurden experimentelle 
Daten in weiteren Abbautests erzeugt, z.B. Closed Bottle Test, und die dazugehörenden 
SAR – Module implementiert. 
 
 Ergebnisse  































































































































































17 (D-Gal)       
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89 (D-Gal)       
Tabelle 4: Abbaubarkeitsvorhersage mit Biowin und erstem Leadscope-Modell. 
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6.4.1 Synthese der geschützten Mono-und Disaccharide 
 
Für die Glycosilierung der verschiedenen Core-Moleküle wie 3,4-Bishydroxymethylfuran 9, 
trans-Cyclohexendimethanol 37, 1,2-Benzoldimethanol 44, 3,4-Bishydroxymethylthiophen 51 
und 1,3,5-Trishydroxymethylcyclohexan (TMC) 56 wurden unterschiedliche 
Saccharidbausteine eingesetzt, um deren Einfluss auf die biologische Wirksamkeit 
untersuchen zu können. Die jeweiligen Mono- und Disaccharide wurden anfänglich von der 
Abteilung Prof. Dr. M. Wiessler zur Verfügung gestellt, im weiteren Verlauf von der Firma 
ChemCon GmbH. Für die Glycosilierung wurden hauptsächlich benzoylgeschützte 
Saccharide verwendet, da sich jene in der Synthese der Glycosidmimetika bewährt haben 
und unter den jeweiligen Synthesebedingungen als besonders stabil erwiesen. 
Die jeweiligen benzoylgeschützten Saccharidbausteine wurden z.T. von der Firma ChemCon 
bis zur Stufe des anomer entschützten Saccharides synthetisiert: 
Schema 8: Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-,-galactopyranose (1). 
 
2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-,-galactopyranose 1 wurde mit Trichloracetonitril und DBU in 
CH2Cl2 (nach R.R. Schmidt) zum entsprechenden Imidat umgesetzt, welches dann nach 
einer chromatographischen Trennung über einer Flashsäule direkt für die Glycosilierung des 
Core-Moleküls eingesetzt wurde. 
Um in den Sacchariden verschiedene funktionelle Gruppen einführen zu können, war eine 
geeignete Schutzgruppenstrategie notwendig.  
 
































5: R1=OH, R2 = CH2NO2








































N2H5OAc, DMF, 50 °C,
über Nacht
1
 Ergebnisse  





Ausgehend von D-Glucose wurde durch Umsetzung in Aceton durch Zugabe konzentrierter 
H2SO4 1,2:5,6-Di-O-isopropylidene--D-glucose 3 erhalten. Dieses geschützte Saccharid 
erlaubt eine selektive Umfunktionalisierung der D-Glucose in Position 3.  
Eine mögliche Umfunktionalisierung der Hydroxygruppe in 3-Position der 1,2:5,6-Di-O-
isopropylidene--D-glucose gelang durch Oxidation mit DMSO in Ac2O (Schema 9). Nach 
Destillation konnte 1,2:5,6-Di-O-isopropylidene--D-hexofuranos-3-ulose 4 in einer Ausbeute 
von 55 % als klares Öl isoliert werden. Durch die Einführung einer Carbonylgruppe in der 
Saccharideinheit ergaben sich aufgrund der Vielfältigkeit der Carbonylchemie 
unterschiedliche Modifkationsmöglichkeiten. Eine Möglichkeit zur Umfunktionalisierung ergab 
sich durch Reaktion der Ulose mit Nitromethan und Natriummethylat. Die entsprechende 
Nitroverbindungen 5 bzw. 6 wurde in einer Ausbeute von 65 % als weißes Kristallin erhalten. 
Diese Syntheseroute nicht mehr weiter verfolgt, da Nitroverbindungen unerwünschte 
biologische Wirkungen haben können und eine schlechtere biologische Abbaubarkeit zeigen. 
Eine weitere Umfunktionalisierung gelang bei dem Monosaccharid Galactose in Position 6 
(Schema 10). Hierbei setzt man Galactose mit tert-Butyl-diphenylsilylchlorid (TBDPS-Cl) in 
Pyridin bei RT um. Aufgrund der voluminösen tert-Butyl-diphenylsilylgruppe wird nur Position 
6 des Saccharides silyliert. 
Anschließend wird durch Zugabe 
von Ac2O in Pyridin peracetyliert. 
Die Abspaltung der anomeren 
Acetylschutzgruppe erfolgte mit 
Ethanolamin in CH2Cl2. 2,3,4-Tri-
O-acetyl-6-O-t-butyldiphenylsilyl-
,-D-galacto-pyranose 7 wurde 
dann wie gewohnt zum Imidat 8 
umgesetzt, welches dann zur 
Glycosilierung der Core-Moleküle 
eingesetzt wurde (siehe Schema 
20).  
Schema 10: Einführung der TBDPS-Gruppe in Position 6 der D-Galactose. 
Der Vorteil dieser Syntheseroute liegt darin, dass nach der Glycosilierung an das Core-
Molekül die TBDPS-Schutzgruppe in 6-Position selektiv mit TBAF abgespalten werden kann. 
Die freie Hydroxygruppe kann nun auf vielfältige Weise umfunktionalisiert werden (siehe 
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6.4.2 Synthese der Furan-Saccharidmimetika 
 
6.4.2.1 Vorteile und Zugänglichkeit der eingesetzten Hydroxymethylfurane 
 
Als Grundgerüste für die Synthese der neuen Saccharidmimetika erwiesen sich die 
Hydroxymethylderivate des Furans als besonders geeignet. Deren Vorteile sind, dass sie 
leicht zugänglich sind und auf einfache Art und Weise derivatisiert werden können. Im 
Unterschied zu den Furanosen besitzen Furane jedoch durch ihren aromatischen Charakter 
eine definierte Stereochemie und Orientierung. 
Schema 11:  Verschieden substituierte 
Furandimethanole und Furantri-
methanole. A: 3,4-Bishydroxymethylfuran, 






Besonders die symmetrischen 
Bishydroxymethylfurane  A (9), B (10) 
und E (15) eigneten sich hervorragend 
für die Synthese der Saccharidmimetika. 
Sie konnten zweifach oder einfach 
glycosiliert werden. Aufgrund ihrer Symmetrie war die Isolierung der gewünschten Produkte 
verhältnismässig einfach. 
3,4-Bishydroxymethylfuran A (9) und B (10) wurde durch die Reduktion des entsprechenden 
Diethylesters (Schema 12) erhalten. Die jeweiligen Diester wurden von Prof. Dr. M. Wiessler 
zur Verfügung gestellt. 
 
Schema 12: Synthese der sym-
metrischen Bishydroxymethylfurane 
A (9) und B (10). 
 
Die Reduktion des Diesters mit 
Lithiumaluminiumhydrid in absolutem 
THF lieferte 3,4-Bishydroxymethyl-
furan 9 in einer Ausbeute von 97 %. 
Durch eine analoge Umsetzung 
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Die unsymmetrischen Bishydroxymethylfurane C und D wurden acetylgeschützt von Prof. Dr. 
M. Wiessler zur Verfügung gestellt. Die 
Abspaltung der Acetylschutzgruppe verlief 
standardmäßig durch Zugabe von 
NMe3/MeOH/H2O im Verhältnis 4:2:1. Nach 
säulenchromatographischer Aufreinigung an 
Kieselgel mit CH2Cl2/MeOH (5:1) konnten C 
(12) und D (14) in einer Ausbeute von 89 % 




Schema 13: Synthese der unsymmetrischen Bishydroxymethylfurane C (12) und D (14). 
 
 
Wie bereits E. Kim[161] zeigen konnte, können die Saccharidmimetika als diagnostische 
Werkzeuge zur Untersuchung von z.B. Lectin-Saccharid-Interaktionen über ex vivo 
Bindungsassays (ELISA-Tests) eingesetzt werden. Hierbei werden die jeweiligen Mimetika 
über eine Diels-Alder-Reaktion umfunktionalisiert. Dabei bietet sich eine Kopplung der 
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6.4.2.2 Glycoside der Furane 
 
Durch Umsetzung von Bz-Galactose-Imidat 2 mit 3,4-Bishydroxymethylfuran 9 und TMSOTf 
bei einer Temperatur von 0° C in absoluten CH2Cl2 erhielt man nach chromatographischer 
Aufreinigung an Kieselgel (HE/EE 3:2) zu 71 % Monogalactosid 16 und zu 6 % Disaccharid 
18 als weiße Nadeln. Die Galactoside konnten durch Umsetzung mit frisch hergestellten 
Natriummethanolat in Methanol bei RT nach 5 Stunden zum Monogalactosid und 
Digalactosid entschützt werden. Das benzoylgeschützte Monogalactosid wurde für weitere 


























































Schema 15: Synthese der Galactoside 17 und 19 des 3,4-Bishydroxymethylfurans. 
Analog dazu wurde Glucose-Imidat mit 3,4-Bishydroxymethylfuran 9 umgesetzt. Hierbei 
lieferte 1.1  eq. Bz-Glucose-Imidat  mit 1 eq. 9 in einer Ausbeute von 60 % nach 
säluenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (HE/EE 3:2) das Monoglucosid 20 
und zu 5 % das Diglucosid 21.  Die Entschützung des Diglucosids 21 erfolgte mit 
Natriummethanolat in Methanol nahezu quantitativ und lieferte nach Aufreinigung (Kiesegel; 
AcCN/H2O 80:20) 22. Das erhaltene benzoylgeschützte Monoglucosid 20 wurde für weitere 
Syntheseschritte eingesetzt (siehe Kapitel 6.2.7, Sulfatierung der monoglycosidischen 
Derivate). 
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Schema 16: Synthese der Glucoside des 3,4-Bishydroxymethylfurans. 
Analog diesem Syntheseschema wurden verschiedene Mono- und Disaccharide mit 3,4-
Bishydroxymethylfuran umgesetzt. Folgende Monoglykoside wurden erhalten: 
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R = Bz-L-Fucose, Bz-D-Xylose, Bz-D-Fucose









Schema 17: Monoglycoside des 3,4-Bishydroxymethylfurans. 
Die jeweiligen monoglycosidischen Verbindungen wurden nach säulenchromatographischer 
Aufreinigung an Kieselgel (HE/EE) in Ausbeuten von 50-70 % als weißer Schaum erhalten 
und für weitere Syntheseschritte eingesetzt.  
Die Glycosidierung von Bz-Mannose-Imidat mit 3,4-Bishydroxymethylfuran lieferte das -























Schema 18: Monomannosid 28 des 3,4-Bishydroxymethylfurans 9. 
 Ergebnisse  





Das benzoylgeschützte Monomannosid 28 wurde in einem weiteren Reaktionsschritt zum 
Sulfat umgesetzt (siehe Kapitel 6.2.7, Sulfatierung der monoglycosidischen Derivate). 
Durch Umsetzung von 1.1 eq. Bz-Galactose-Imidat 2 mit 2,5-Dimethyl-3,4-Bishydroxy-
methylfuran 15 konnte das Monogalactosid 29 nach Aufreinigung an Kieselgel (HE/EE 3:2) in 






















Schema 19: Monogalactosid 29 des 2,5-Dimethyl-3,4-Bishydroxymethylfurans. 
Verbindung 29 wurde ebenfalls für weitere Syntheseschritte eingesetzt (siehe Kapitel 6.2.7, 
Sulfatierung der monoglycosidischen Derivate). 
Die Umsetzung von 1.1 eq. 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-t-butyldiphenylsilyl-,-D-galacto-
pyranoseimidat mit 1 eq. 3,4-Bishydroxymethylfuran und TMSOTf in CH2Cl2 ergab nach 
säulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (HE/EE 3:2) zu 79 % Monogalactosid 


































30 31  
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6.4.2.3 Bisglycosidische Verbindungen des 3,4-Bishydroxymethylfurans 
 
Ausgehend von den isolierten Monosacchariden konnten durch weitere 
Glycosidierungsschritte gemischte 
Saccharide erhalten werden. Die 
Umsetzung des monoglycosidierten Furans 
23 mit Galactoseimidat 2 in Dichlormethan 
bei 0° C und TMSOTf liefert Verbindung 32 
nach säulenchromatographischer Auf-
reinigung an Kieselgel mit HE/EE (3:2) als 
weißer Schaum in einer Ausbeute von 66 
%. Anschließende Entschützung mit 
Natriummethanolat in Methanol bei 
Raumtemperatur führte zum gemischten 










6.4.3 Synthese der Cyclohexen-Saccharidmimetika 
 
Neben den verschiedenen Furan-Saccharidmimetika zeigten auch die analogen sulfatierten 
Cyclohexenmimetika eine biologische Aktivität. 
 
6.4.3.1 Synthese des trans-Cyclohexendimethanols 
 
Die Synthese des trans-Cyclohexendimethanols 37 erfolgte in mehreren Schritten gemäß 
der literaturbekannten Methode bis zur entsprechenden Carbonsäure 35.[146]. Die 
darauffolgende Syntheseroute - Veresterung der Carbonsäure zum entsprechenden 
Carbonsäuremethylester 36 und Reduktion zum gewünschten Produkt trans-
Cyclohexendimethanol 37 - wurde in dieser Arbeit entwickelt und verlief in guten Ausbeuten. 
 
Durch eine Diels-Alder-Reaktion von 1,3-Butadien mit Fumarsäurechlorid in Ether bei einer 
Temperatur von -10° C erhielt man das trans-Carbonsäurechlorid 34 des Cyclohexens als 
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weiße Kristalle mit einer Ausbeute von 45 %. Anschließende Hydrolyse lieferte zu 81 % die 
entsprechende Carbonsäure 35 als weiße Nadeln. Die Veresterung der Carbonsäure in 
Methanol mit konzentrierter H2SO4 unter Eiskühlung führte zum Carbonsäureester 36.  
 




Aufreinigung an Kieselgel ergab das 
gewünschte Produkt in einer Ausbeute 
von 80 %. Durch Reduktion des 
Diesters mit LiAlH4 in THF erhielt man 
trans-Cyclohexendimethanol 37 nach 
Destillation zu 90 %. 
 
6.4.3.2 Glycosilierung von trans-Cyclohexendimethanol 
 
Die Umsetzung des Bz-Galactose-Imidates 2 mit trans-Cyclohexendimethanol 37 und 
TMSOTf in absoluten Dichlormethan lieferte nach säulenchromatograpischer Trennung an 
Kieselgel (HE/EE 3:2) zu 70 % das Monogalactosid 38 und zu 8 % das Digalactosid 39. Das 
Digalactosid konnte durch 
Umsetzung mit 
Natriummethanolat in Methanol 
bei RT und anschließender 
Aufreinigung an Kieselgel 
(AcCN/H2O 90:10) zu den 
entsprechenden Produkten (40) 
nahezu quantitativ erhalten 
werden. Das erhaltene 
Monogalactosid  38 wurde für 
weiterführende Synthesen zur 
Darstellung der sulfatierenden 
Mimetika eingesetzt (siehe 
Kapitel 6.2.7, Sulfatierung der 
monoglycosidischen Derivate). 
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Analog wurde trans-Cyclohexendimethanol 37 mit Bz-Glucose-Imidat umgesetzt. Die 
Umsetzung von 1.1 eq. Bz-Glucoseimidat mit 1 eq. trans-Cyclohexendimethanol 37 ergab 
nach säulenchromato-graphischer 
Aufreinigung an Kieselgel (HE/EE 
7:3)  67 % Monoglucosid 41 und 5 
% Diglucosid 42. Die Entschützung 
des Diglucosids mit Natrium-
methanolat in Methanol verlief 
quantitativ und wurde nach 
Aufreinigung an Kieselgel 
(AcCN/H2O 90:10) als weißes 
Pulver 43 isoliert. Das 
Monoglucosid 41 wurde in weiteren 
Syntheseschritten eingesetzt 
(siehe Kapitel 6.2.7, Sulfatierung 
der monoglycosidischen Derivate).  
 
Schema 24: Glycosilierung von trans-Cyclohexendimethanol mit Bz-Glucose-Imidat. 
 
6.4.4 Synthese der Benzolsaccharidmimetika  
 
Um den Einfluss des Core-Moleküls bezüglich der biologischen Wirksamkeit der 
Saccharidmimetika untersuchen zu können, wurden unterschiedliche Core-Moleküle 
synthetisiert oder käuflich erworben. 
 
6.4.4.1 1,2-Benzoldimethanol 
Das aromatische Core-Molekül 1,2-Benzoldimethanol 44 wurde über die Firma 
Sigma/Aldrich käuflich erworben. 
6.4.4.2 Glycosilierung von 1,2-Benzoldimethanol 
 
Die Umsetzung von 1.1 eq. Bz-Glucoseimidat mit 1 eq. 1,2-Benzoldimethanol 44 mit 
TMSOTf in absolutem Dichlormethan führte nach Aufreinigung an Kieselgel mit HE/EE 7:3 
zu 35 % zum Monoglucosid 45 und zu 9 % zum Diglucosid 46. Nach Entschützung mit 
Natriummethanolat in Methanol und anschließender säulenchromatographischer 
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von 95 % erhalten werden. Die monoglycosidische Verbindung 45 wurde für weitere 

















































Schema 25: Glycosilierung von 1,2-Benzoldimethanol mit Bz-Glucose-Imidat. 
 
6.4.5 Synthese der Thiophen-Saccharidmimetika 
 
Um einen direkten Vergleich zur Leitstruktur GSF 72 ziehen zu können, wurde ein Core-
Molekül ausgewählt, das sich strukturell kaum vom 3,4-Bishydroxymethylfuran 9 
unterscheidet. Hierbei wurde als Kern 3,4-Bishydroxymethylthiophen 51 gewählt. Die 
Synthese verlief gemäß Literatur[147]. 
 
6.4.5.1 Synthese von 3,4-Bishydroxymethylthiophen 
 
Die Synthese des Grundgerüstes 3,4-Bishydroxymethylthiophen erfolgte in drei Schritten. 
Die Umsetzung von 2,5-Dichlorthiophen 48 (Sigma/Aldrich) und Chlormethylether in 
Carbondisulfid unter Zinntetrachlorid als Katalysator bei 0° C ergab nach Destillation das 
gewünschte Produkt 49 in einer Ausbeute von 65 %. Anschließende Hydrolyse lieferte 2,5-
Dichlor-3,4-bis(hydroxymethyl)thiophen 50 zu 75 % als weiße Kristalle. Die katalytische 
Hydrierung unter Pd/C in Methanol und Kaliumhydroxid ergab nach 72 Stunden unter 
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Rückfluss und anschließender säulenchromatographischer Aufreinigung 3,4-






















48 49 50 51  
Schema 26: Synthese von 3,4-Bishydroxymethylthiophen. 
 
6.4.5.2 Glycosilierung von 3,4-Bishydroxymethylthiophen 
 
Analog zur Synthese der Furansaccharidmimetika wurde 1.1 eq. Bz-Galactoseimidat 2 mit 1 
eq. 3,4-Bishydroxymethylthiophen 51 und TMSOTf in CH2Cl2 umgesetzt. Die Glycosilierung 
lieferte nach säulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (HE/EE 3:2) zu 75 % 






















Schema 27: Glycosilierung  von 3,4-Bishydroxymethylthiophen mit Bz-Galactoseimidat. 
Das benzoylgeschützte Monogalactosid  52 wurde in einem weiteren Syntheseschritt 
sulfatiert (siehe Kapitel 6.2.7, Sulfatierung der monoglycosidischen Derivate). 
 
6.4.5.3 Glycosilierung von 2,5-Dichloro-3,4-bishydroxymethylthiophen 
 
Hierbei wurde 1.1. eq. Bz-Galactoseimidat 2 mit 1 eq. 2,5-Dichloro-3,4-bishydroxymethyl-
thiophen 50 in CH2Cl2 mit TMSOTf bei 0° C umgesetzt. Das geschützte Monogalactosid 
wurde nach säulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel mit HE/EE (3:2) in einer 
Ausbeute von 70 % isoliert. 
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Schema 28: Glycosilierung von 2,5-Dichloro-3,4-bishydroxymethylfuran. 
Verbindung 53 wurde analog zu den anderen Monoglycosiden sulfatiert (siehe Kapitel 6.2.7, 
Sulfatierung der monoglycosidischen Derivate). 
6.4.6 Synthese der 1,3,5-Trishydroxymethylcyclohexan (TMC)-
Saccharidmimetika 
 
6.4.6.1 Synthese von 1,3,5-Trishydroxymethylcyclohexan (TMC) 
 
Die Synthese des TMC-Coremoleküls 56 erfolgte in drei Syntheseschritten. Im ersten 
Reaktionsschritt wurde 1 eq. cis,cis-1,3,5-Cyclohexantricarbonsäure 54 (Sigma/Aldrich) mit 
0.1 eq. p-Toluolsulfonsäurechlorid und Ethanol in Chloroform verestert. Das Produkt 55 
wurde in einer Ausbeute von 89 % als weiße Kristalle erhalten. Die darauf folgende 
Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid in absolutem THF lieferte 1,3,5-
Cyclohexantrimethanol 56 in einer Ausbeute von 70 %.  Anschließende Benzylierung einer 

















Schema 29: Synthese des TMC-Grundgerüsts. 
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6.4.6.2 Glycosilierung von TMC 
 
Die Umsetzung von 2.2 eq. Bz-Galactoseimidat 2 mit 1 eq. TMC-Derivat 57 mit TMSTOf in 
CH2Cl2 lieferte nach säulenchromatographischer Auftrennung an Kieselgel (HE/EE 2:1) zu 76 
% das Digalactosid 59 und zu 3 % Monogalactosid 58. Die Abspaltung der Benzoyl-
schutzgruppen des Digalactosids 59 gelang in nahezu quantitativer Ausbeute mit 
Natriummethanolat in Methanol. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel (AcCN/H2O 80:20) 
aufgereinigt. Die darauf folgende Hydrierung von 60 mit Pd/C in Methanol lieferte zu 80 % 





















































Schema 30: Glycosilierung  von TMC mit Bz-Galactoseimidat. 
Das Monogalactosid 58 wurde analog mit Bz-L-Fucose-Imidat glycosiliert. Die 
säulenchromatographische Aufreinigung (HE/EE 3:2) lieferte das gemischte Glycosid 62 des 
TMC-Moleküls in einer Ausbeute von 67 %. Nach Entschützung mit NaOMe in Methanol und 
anschließender Hydrierung zur Abspaltung der Benzylschutzgruppe konnte das gewünschte 
Produkt 64 in einer Ausbeute von 85 % als weißes Pulver erhalten werden. 
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Schema 31: Glycosilierung  des 
Monogalactosids 58 mit Bz-L-
Fucoseimidat. 
Weiterhin wurden zwei analoge 
Saccharidmimetika synthetisiert, 
die L- bzw D-Fucose als 
Saccharideinheit enthalten. 
Hierbei wurden 2.1 eq. D- bzw. L-
Fucoseimidat mit 1 eq. TMC 57 
umgesetzt. Die säulen-
chromatographische Aufreinigung 
(HE/EE 3:2) lieferte das jeweilige 
Bisglykosid 65 bzw. 68 in einer 
Ausbeute von 50-60 %. Nach 
Entschützung mit NaOMe in 
Methanol und anschließender 
Hydrierung zur Abspaltung der 
Benzylschutzgruppe konnten die 
gewünschten Produkte 67 bzw. 
70 in einer Ausbeute von 90-95 % 





















R1 = Bz-D- oder L-Fucose 65 bzw. 68
R2 = D- oder L-Fucose 67 bzw. 70
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6.4.7 Umfunktionalisierung der Mono- und Diglycoside 
 
6.4.7.1 Sulfatierung der monoglycosidischen Derivate 
 
Durch die Sulfatierung mit Pyridinsulfoxid in DMSO gelang B. Meister[149] eine 
Umfunktionalisierung, die zu einer Verbesserung der Wirksamkeit des Saccharidmimetikums 
3,4-BGF um den Faktor 8 führte. GSF 72 hemmte in einer Konzentration von 5 mM die 
Adhäsion und Migration von Melanomzelllinien. Die Sulfatgruppe scheint für diese 

























16 71 72  
Schema 33: Synthese von GSF (nach B. Meister)
[149]
. 
Die Synthese von GSF 72 wurde so modifziert, dass anstelle von Pyridinsulfoxid  ein 
anderes Sulfonierungsreagenz, Trimethylaminsulfoxid, verwendet wurde. Weiterhin erfolgte 
die Sulfatierung nicht mehr bei RT, sondern bei 50-55° C. Vorteilhaft ist dabei, dass die 
Umsetzung zum benzoylgeschützten Sulfat schon nach 5 Stunden abgeschlossen ist. Bei 
der modifzierten Reaktionsführung wurde also das entsprechende Monoglycosid  (im Falle 
des GluSF Monoglucosid 20) mit 5 eq. Trimethylaminsulfoxid in DMF bei einer Temperatur 
von 55° C zu dem entsprechenden Sulfat 73 mit einer Ausbeute von 93 % umgesetzt. Die 
Aufreinigung erfolgte per Säulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol 


























20 73 74  
Schema 34: Synthese von GluSF 74. 
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Die Entschützung des sulfatierten, benzoylgeschützten Saccharidmimetikums 73 erfolgte mit 
frisch hergestellter Natriummethylatlösung in Methanol bei RT. Nach 12 Stunden konnte 
GluSF 74 in einer Ausbeute von 95 % erhalten werden. Wichtig ist, das nach der 
Entschützung die Reaktion nicht mit dem H+-Ionenaustauscher Dowex H+ neutralisiert wird – 
unter diesen extrem sauren Bedigungen ist die Sulfatfunktion instabil. Die entschützte 
Verbindung wird im wässrigen Medium mittels 0.1 M HCl auf pH 7.2 eingestellt. Die 
säulenchromatographische Aufreinigung erfolgte auf Kieselgel mit AcCN/H2O 95:5. 
Analog der Synthese von GluSF 74 und GSF 72 gelang auch die Darstellung weiterer 
Sulfate der Monoglycoside der Furane (siehe Tabelle 5). 
Problematisch hingegen erwies sich die Synthese des sulfatierten Monogalactosids 87. 
Verbindung 29 wurde standardmäßig mit 5 eq. NMe3*SO3 in DMF bei 55° C zur Reaktion 
gebracht. Nach 5 Stunden Reaktionszeit zeigte die DC-Kontrolle die Umsetzung zum 
gewünschten sulfatierten Produkt 87. Nach Entfernen des Lösungsmittels im Vakuum zeigte 
sich jedoch während der säulenchromatographischen Aufreinigung an Kieselgel mit 
CH2Cl2/MeOH (9:1), dass das Produkt 87 auf der Säule instabil war. Die 
massenspektrometrische Analyse bestätigte diese Beobachtung. Möglicherweise verringern 
die beiden Methylgruppen am Furan in Position 2 und 5 die Stabilität der 
monoglycosidischen Furane so sehr, dass schon eine geringe Protonenaktivität zum Zerfall 




Schema 35: Synthese von 
Verbindung 87. 
 
Das gleiche Problem war bei der ursprünglichen Synthese von GSF 72 festgestellt worden. 
Nach der Entschützung erfolgte die Neutralisierung zuerst mit dem Ionenaustauscher Dowex 
H+. Das führte in den ersten Ansätzen zum Zerfall des gewünschten Produktes 72, da der 
verwendete Ionenaustauscher über eine zu hohe Protonenaktivität verfügte. Durch die 
Optimierung dieses Reaktionsschrittes (Protonierung mit 0.1 M HCl unter pH-Kontrolle) 
konnte dieses Problem gelöst werden. Eine Optimierung der o.g. Reaktion war jedoch nicht 
möglich, da der Kern des Saccharidmimetikums 2,5-Dimethyl-3,4-Bishydroxymethylfuran 15 
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Tabelle 5: Sulfatierte Monoglycoside der Furane. 
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Um den Einfluss des Kerns der Saccharidmimetika auf deren biologische Wirksamkeit 
untersuche zu könnenn, wurden fünf weitere sulfatierte Glycosidmimetika synthetisiert. 
Analog zur Synthese von GSF 72 wurden die monoglycosidischen Cyclohexene mit 5 eq. 
Trimethylaminsulfoxid in DMF bei 55° C sulfatiert. Nach 5 Stunden konnten die gewünschten 





















































Schema 36: Sulfatierte Monoglycoside der trans-Cyclohexene. 
Die Entschützung der sulfatierten, benzoylgeschützten Cyclohexene 88 bzw. 90 erfolgte 
analog der sulfatierten Furansaccharidmimetika. Mit 0.1 M HCl wurde der pH-Wert 7.2-7.3 
eingestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung an Kieselgel mit AcCN/H2O (95:5) 
lieferte die gewünschten Mimetika in einer Ausbeute von 95 %. 






Schema 37: Synthese von 93. 
Die Umsetzung des Monoglucosids 45 mit 5 eq. Trimethylaminsulfoxid in DMF bei 55° C 
lieferte nach 12 Stunden das gewünschte Produkt 92 in einer Ausbeute von 93 %. Die 
Aufreinigung erfolgte auf Kieselgel mit CH2Cl2/MeOH 9:1. Nach Entschützung konnte 
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Um eine der Leitstruktur GSF 72 analoge Verbindung zu erhalten, wurde das geschützte 
monogalactosidische Thiophen 52 analog dem Furan 16 in einem Reaktionsschritt mit 
Trimethylaminsulfoxid in DMF bei 55° C sulfatiert. Nach säulenchromatographischer Auf-
reinigung an Kieselgel mit CH2Cl2/MeOH 5:1 wurde 94 in einer Ausbeute von 98 % erhalten. 
Nach Entschützung mit frisch hergestellter Natriummethylatlösung in Methanol und 
anschließender Neutralisation mit 0.1 M HCl auf pH 7.2 fiel das gewünschte Mimetikum 95 in 


























52 94 95  
Schema 38: Synthese der GSF (72) analogen Verbindung GST (95). 
Auch das Monogalactosid des 2,5-Dichloro-3,4-Bishydroxythiophens 53 wurde in der oben 
beschriebenen Weise sulfatiert und mit NaOMe/MeOH entschützt. Anschließende 
Neutralisation mit 0.1 M HCl lieferte das Saccharidmimetikum 97 nach 
säulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel mit AcCN/H2O (95:5)  in einer 



























53 96 97  
Schema 39: Sulfatierung des Monogalactosids 53 und anschließende Entschützung. 
Der Vergleich der Zwischenstufe 96 mit der von 2,5-Dichloro-3,4-Bishydroxymethylfuran 87 
zeigt, dass die beiden elektronegativen Chlorsubstituenten am Thiophenring zu einer 
Stabilisierung des Moleküls führen. Durch den Elektronenzug am Core-Molekül wird die 
Elektronendichte in den Doppelbindungen stark herabgesetzt, so dass ein elektrophiler 
Angriff, z.B. durch H+-Ionen, erschwert wird. Verglichen mit Struktur 87, die anstelle der 
Chlorsubstituenten zwei Methylgruppen am Core-Molekül aufweist, führen elektronegative 
Substiuenten in der 2,5-Position zur Stabilisierung. Elektronenliefernde Substituenten 
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hingegen wie z.B. Methyl- oder Ethylgruppen begünstigen durch ihren elektronenliefernden 
Charakter einen elektrophilen Angriff durch H+, und zwar in dem Maße, dass sogar die 
Aufreinigung des Rohproduktes von 87 an Kieselgel nicht möglich war. Aus diesem Grund 
wurde darauf verzichtet, die Aufreinigung insofern zu optimieren, dass die H+-Aktivität des 
Säulenmaterials durch Lösungsmittelzusätze wie z.B. DIPEA, herabgesetzt wird. Das 
Gesamtmolekül zeigte eine so hohe Instabilität, dass nach der Entschützung mit NaOMe in 
MeOH eine Protonierung mit 0.1 M HCl nicht ohne Zersetzung des Endproduktes einhergeht.  
 
6.4.7.2 Halogenierung der monoglycosidischen 3,4-Bishydroxymethylfuranderivate 
 
Eine weitere Derivatisierung der monoglycosidierten Furane ist durch deren Halogenierung 
möglich. Als Halogenierungsreagenzien eignen sich z.B. für die Bromierung NBS/PPh3 oder 
für die Chlorierung NCS/PPh3 in DMF. Hierbei wurde 1 eq. Monogalactosid 16 mit 10 eq. 
PPh3 und 10 eq. NBS in DMF bei 0° C umgesetzt.  Nach säulenchromatographischer 
Aufreinigung an Kieselgel mit HE/EE (3:2) konnte das Produkt 98 in einer Ausbeute von 69 
% als weiße Kristalle erhalten werden. 
 
Schema 40: Bromierung des 
Monogalactosids zu 98. 
 
Durch die Darstellung des bromierten 
Monoglycosids 98 ist eine wertvolle 
Zwischenstufe gegeben, die für viele 
nucleophile Substitutionsreaktionen  in 
Frage kommt (siehe Kapitel 6.2.7.4), da Brom eine sehr gute Abgangsgruppe darstellt. Der 
Mechanismus der Reaktion ist in Schema 41 zu sehen.  
 
 
Schema 41: Postulierter Mechanismus für die Bromierung. 
 
Da Phosphor eine hohe Affinität zu Sauerstoff zeigt, erfolgt im ersten Reaktionsschritt ein 
Angriff des Triphenylphosphins am Sauerstoffatom der Hydroxygruppe. Hierbei entsteht 
intermediär ein geladener Triphenylphoshporoxokomplex, der aufgrund der Triebkraft der 
Bildung der Sauerstoff-Phosphor-Doppelbindung zerfällt. Zeitgleich greift das in der Lösung 
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Da Brom eine sehr gute Abgangsgruppe darstellt, lieferte die Entschützung mit NaOMe in 
Methanol und anschliessender 
Neutralisation mit 0.1 M HCl nicht 
die entsprechende entschützte 
Brom-Verbindung, sondern Brom 
wird durch das stärkere 
Nucleophil, in diesem Falle das 
Methoxid-Ion, substituiert. Das 
Produkt 99 wird nach 
säulenchromatographischer Auf-
arbeitung an Kieselgel 
(AcCN/H2O 90:10) in einer 
Ausbeute von 95 % erhalten. 
 
 
Schema 42: Entschützung des bromierten Monogalactosids 98 mit NaOMe/MeOH. 
 
Das benzoylgeschützte Monofucosid 25 wurde analog bromiert. Nach 
säulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel mit HE/EE 3:2 erhält man das Produkt 
in einer Ausbeute von 59 %. Das bromierte Monofucosid 100 wurde für weitere 
Reaktionsschritte eingesetzt (siehe Kapitel 6.2.7.4). 
Schema 43: Bromierung des 
Monofucosids 25. 
 
Eine weitere wichtige 
Umfunktionalisierung der 
Hydroxygruppe des Mono-
galactosids 16 ist die 
Fluorierung. Die direkte Fluorierung  gelingt durch Umsetzung von  1 eq. 16 in absolutem 
Dichlormethan bei 0° C mit 1.5 eq. DAST. Hierbei erfolgt eine Inversion der Konfiguration am 
Zentrum der nucleophilen Substitution. Diese Beobachtung wird durch den vorgeschlagenen 
Mechanismus (Schema 
44) unterstützt. 
Schema 44:  
Mechanismus der 
Fluorierung mit DAST 
(nach Lindhorst). 
Nach 5 Stunden war die 
Reaktion beendet und 
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3:2) in einer Ausbeute von 75 % als weißes Kristallin erhalten. Nach Entschützung mit 
NaOMe in MeOH und anschließender Neutralisation mit 0.1 M HCl wurde das fluorierte 



























16 101 102  
Schema 45: Synthese des Saccharidmimetikums GFF (102). 
Analog der Synthese von GFF wurde durch Umsetzung von 1 eq. Monoxylosid 24 mit 1.5 eq. 
DAST in Dichlormethan bei 0° C und anschließender Entschützung das fluorierte 
























24 103 104  
Schema 46: Synthese des Saccharidmimetikums 104. 
Durch die Halogenierung konnte ein Saccharidmimetikum (GFF 102) bereitgestellt werden, 
das die Migration von humanen Melanomzelllinien in einem niedrigeren 
Konzentrationsbereich als die Leitstrukur GSF 72 inhibiert (siehe Kapitel 6.5). 
 
6.4.7.3 Oxidation der monoglycosidischen 3,4-Bishydroxymethylfuranderivate 
 
Eine weitere Umfunktionalisierung der monoglycosidischen Furane erfolgte durch die 
stufenweise Oxidation des Monogalactosids 16.  
Hierbei wurde Pyridiniumdichromat in absolutem DMF vorgelegt, auf 0° C mittels Eisbad 
gekühlt. Innerhalb von 5 Minuten wurde das in wenigen ml DMF gelöste monoglycosidierte 
Furan zugegeben. Nach Abbruch der Reaktion und säulenchromatographischer Aufarbeitung 
an Kieselgel (HE/EE 3:2) wurde der Aldehyd 105 als weißer Schaum in einer Ausbeute von 
75 % erhalten. Die Entschützung des Aldehydes 105 erfolgte analog der benzoylgeschützten 
Monoglycoside. Nach Neutralisierung mit 0.1 M HCl konnte 106 nach säulenchromatro-
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graphischer Aufreinigung an Kieselgel mit AcCN/H2O (90:10) in einer Ausbeute von 89 % 
erhalten werden. 
Die Oxidation des benzoylgeschützten Aldehydes 105 zur Carbonsäure erfolgte durch 
Umsetzung von 1 eq. 105 in Dioxan bei einer Temperatur von 10° C. Hierbei wurden 
zunächst 1.4 eq. NaH2PO4 und 1.2 eq. H2O2, welche in 1.5 ml H2O gelöst wurden, zugeben. 
Nach 10 Minuten wurde 1.4 eq. NaClO2, in 0.4 ml H2O, gelöst der Reaktionslösung 
zugetropft. Nach 2 Stunden Rühren bei RT wurde die Reaktionsmischung mit 2N HCl auf pH 
3 angesäuert, das Lösungsmittel zur Hälfte evaporiert und mit EE extrahiert. Nach Waschen 
der organischen Phase mit gesättigter Natriumchloridlösung wurde über Natriumsulfat 
getrocknet, das Lösungsmittel entfernt und der Rückstand über eine Kieselgelsäule 
säulenchromatographiert. Das Produkt 107 wurde als weißer Schaum mit einer Ausbeute 
von 55 % erhalten. Nach Entschützung des Saccharids 107 mit NaOMe in MeOH und 


















































107 108  
Schema 47: Stufenweise Oxidation des Monogalactosids 16.  
Die Darstellung des Aldehydes 105 bietet durch die vielfältigen Reaktionsmöglichkeiten der 
Carbonylgruppe weitere Möglichkeiten der Umfunktionalisierungen (siehe Kapitel 6.2.7.7, 
Knoevenagel-Kondensation). 
6.4.7.4 Sulfonierung der monoglycosidischen Furanderivate 
 
Durch die Einführung der Sulfatgruppe durch Umsetzung des Monogalactosids 16 mit 
NMe3*SO3 in DMF konnte die  biologische Wirksamkeit der Saccharidmimetika verbessert 
werden. Hierbei entstand die Leitstruktur GSF 72. Um eine Funktionalität zu schaffen, die 
strukturell und von ihrer Ladung mit der Sulfatgruppe vergleichbar ist, wurden mehrere 
Synthesestrategien angewandt, um eine Sulfonsäure darzustellen. Jedoch ist die Synthese 
von aliphatischen Sulfonsäuren im Vergleich zu den aromatischen mit Schwierigkeiten 
verbunden.  
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Eine Möglichkeit der Sulfonierung wurde von Smith et al [152] entwickelt. Hierbei wird durch 
Umsetzung eines Alkylbromides mit 1.6 M Butyllithium in absolutem THF die lithiierte 
Zwischenverbindung 109 dargestellt. Durch diese Umkehrung der Polarität des 
Kohlenstoffatoms ist eine Umsetzung mit NMe3*SO3 möglich. Anschließende Aufarbeitung 








2. HCl  
Schema 48: Sulfonierung am Aliphaten mit NMe3*SO3. 
Um eine Sulfonsäure in das Monogalactosid 16 einzuführen, wurden die o.g. 
Syntheseschritte angewandt. Hierbei wurde 1 eq. bromiertes Monogalactosid 98 in 
absolutem THF bei -40° C mit 1.6 M BuLi lithiiert. Nach 5 Stunden Reaktionsszeit wurden 5 
eq. NMe3*SO3 in die Reaktionslösung zugegeben und 24 Stunden bei RT gerührt. Nach 



























98 109 110  
Schema 49: Sulfonierung des bromierten Monogalactosids 98. 
 
Die massenspektrometrische Analyse ergab, dass nicht die freie Sulfonsäure erhalten, 
sondern dass eine geladene Struktur mit NMe3
+ als funktionelle Gruppe isoliert wurde. Diese 
Nebenreaktion resultiert aus einer nicht vollständigen Lithiierung des bromierten 
Monogalactosids, so dass durch die Umsetzung mit dem Sulfoxid das Bromid nucleophil 
durch das Trimethylamin substituiert wurde. Weitere Versuche ergaben nie eine vollständige 
Umsetzung des Bromids 98 in das lithiierte Zwischenprodukt 109. Durch diese unerwünschte 
Reaktion, die sich durch vermehrte Zugabe von Butyllithium nicht vermeiden ließ, wurde 
diese Synthesestrategie nicht weiter verfolgt. 
Alternativ wurde das bromierte Monogalactosid 98 mit NaHSO3 in DMF bei einer Temperatur 
von 55° C umgesetzt. Nach 24 Stunden Reaktionszeit wurde auch hier keine Umsetzung 
beobachtet.  
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Schema 50: Sulfonierung 
des bromierten 
Monogalactosids 98.  
 
Im Folgenden wurde nun 
versucht, das bromierte 
Monofucosid 100 mit 
Kaliumthioacetat in DMF 
umzusetzen. So reagierte 1 eq. 100 mit 5 eq. Kaliumthioacetat (KSAc) in DMF bei RT nach 3 
Stunden zum gewünschten Thioacetat 111. Nach Evaporieren des Lösungsmittels und 
anschließender säulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel mit HE/EE (3:2) 
konnte das Produkt 111 in einer Ausbeute von 51 % isoliert werden. 
Daraufhin wurde das Thioacetat 111 in Essigsäure gelöst und mit 1 eq. NaOAc und 9 eq. 
H2O2 oxidiert. Nach 24 Stunden bei RT zeigte die DC-Kontrolle mit CH2Cl2/MeOH 5:1  noch 
keine vollständige Umsetzung zur Sulfonsäure. Selbst eine Zugabe von weiteren 5 eq. H2O2 
und Erwärmung der Reaktionslösung auf 50° C zeigten keine komplette Konversion des 
Thioacetates 111 zur Sulfonsäure 112. Nach Entfernen des Lösungsmittels und 
säulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel mit CH2Cl2/MeOH 85:15 konnte die 
freie Sulfonsäure 112 als weiße Kristalle mit einer Ausbeute von 49 % isoliert werden 
Die Entschützung der Sulfonsäure 112 erfolgte mit NaOMe in Methanol. Nach 
Neutralisierung mit 0.1 M HCl unter pH-Kontrolle wurde die Sulfonsäure 113 nach 
säulenchromatographischer Aufarbeitung an Kieselgel mit AcCN/H2O 95:5 in Ausbeuten von 
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6.4.7.5 Kettenverlängerung am monoglycosidiertem Furan 
 
Ausgehend von den Ergebnissen des Blind Dockings der Leitstruktur GSF 72 am Integrin 
vß3 würde eine Verlängerung des Alkylrestes zwischen der Sulfatgruppe und dem Furan zu 
einer Verbesserung der Bindung an die RGD-Bindungsstelle führen. Hierfür eignete sich in 
erster Linie eine Verlängerung der Kohlenstoffkette durch Veretherung des Monogalactosids 
16 mit beispielsweise 1,2-Dibromethan. Hierbei wurde 1 eq. Monogalactosid 16 mit 5 eq. 1,2-
Dibromethan und NaH als Base in THF bei einer Temperatur von 0° C umgesetzt. Selbst 


















16 114  
Schema 52: Veretherung des Monogalactosids 16 mit 1,2-Dibromethan und NaH in THF. 
 
Durch den Einsatz der Base Natriumhydrid kam es lediglich zu einer Spaltung der 
Benzoylschutzgruppen, so dass dieser Syntheseweg nicht weiter verfolgt wurde. 
6.4.7.6 Knoevenagel-Kondensation unter Einsatz einer ionischen Flüssigkeit 
 
In den letzten Jahren bekamen ionische Flüssigkeiten eine immer höhere Bedeutung, da sie 
einerseits Lösungsmittel als auch Reaktant sind und nach der chemischen Reaktion wieder 
zurückgewonnen und eingesetzt werden können. Diese Art der Syntheseführung, bei dem so 
wenig Chemikalien und Lösungsmittel  wie möglich für die Darstellung neuer Verbindungen 
eingesetzt werden, entspricht den Grundsätzen der Green Chemistry (siehe Kapitel 4.9.2). 
Eine ionische Flüssigkeit ist ein höchlösliches, nicht koordinierendes Medium, in welchem 
sich eine ganze Reihe von organischen und anorganischen Substanzen lösen können. Als 
Lösungsmittel sind sie sehr attraktiv, da sie u.a. nicht leicht flüchtig und nicht brennbar sind 
und eine hohe thermische Stabilität besitzen. Weiterhin ist ihre Herstellung sehr einfach und 
kostengünstig. Bei Raumtemperatur bis zu einer Temperatur von 200° C liegen sie als leicht 
viskose Flüssigkeit vor. Ionische Flüssigkeiten kann man ebenso als ein flüssiges Salz 
definieren, wobei man jene nicht mit einem einfachen Salz, welches in einer Flüssigkeit 
gelöst ist, verwechseln darf. 
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Ranu et al[154] zeigten, dass eine ionische Flüssigkeit sowohl als Reaktionsmedium als auch 
als Katalysator verwendet werden kann. Sie verwendeten 1-Butyl-3-methylimidazolium 
Hydroxide 116 zur Katalyse der Knoevenagel-Kondensation. Diese ist eine in der Chemie oft 
angewandte Reaktion zur Knüpfung von Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen und somit ein 
Hilfsmittel zur Kettenverlängerung. Hierbei reagiert eine Carbonylverbindung mit einer C-H-
aciden-Komponente, wie z.B. Malonsäure oder Cyanessigsäure. Die Reaktion wird durch 
eine Base wie z.B. Pyrrolidin oder Kaliumhydroxid katalysiert. Im ersten Reaktionsschritt 
erfolgt die Abspaltung eines Protons von der C-H-aciden Komponente. Das auf diese Weise 
gebildete Carbanion addiert sich unter Bildung des aldolartigen Zwischenprodukts an die 
Carbonylverbindung, welche unter Wasserabspaltung zum ,-ungesättigten Primärprodukt 







Schema 53: Reaktionsschema der Knoevenagel-Kondensation. 
Problematisch bei der Knoevenagel-Kondensation sind u.a. die Reaktionszeiten. Eine 
vollständige Umsetzung des Eduktes mit der C-H-aciden Komponente findet meist erst nach 
48-72 Stunden statt. Weiterhin läuft die Reaktion nur unter extrem basischen Bedingungen 
ab, was u.a. zu unerwünschten Nebenreaktionen führen kann. Ranu et al [154] versuchten 
durch den Einsatz von ionischen Flüssigkeiten als Katalysator für die Knoevenagel-
Kondensation diese Probleme zu umgehen. 
Zur Darstellung der ionischen Flüssigkeit 116 wurde 1-Butyl-3-methylimidazoliumbromid 115 
mit Kaliumhydroxid in Dichlormethan umgesetzt. Nach beendeter Reaktion wurde das dabei 
entstehende Kaliumbromid abfiltriert und man erhielt das Produkt in einer Ausbeute von 85 
% als dunkelrote, viskose Flüssigkeit. 
Schema 54: Darstellung von 1-Butyl-3-
methylimidazolium Hydroxide. 
 
Nach Trocknen bei 100° C konnte 116 als 
Katalysator für die Knoevenagel-








R1, R2 = alkyl, aryl, H
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Um die benzoylgeschützte Carbonylkomponente 105 mit Malonsäurediethylester bei RT 
umzusetzen, wurde 1 eq. 105 mit 5 eq. Malonsäurediethylester und 20 mol-% ionische 

























Schema 55: Knoevenagel-Kondesation der Carbonylkomponente 105 mit Malonsäurediethyl-
ester mit Hilfe der ionischen Flüssigkeit 116. 
 
Nach 5 Stunden konnte keine Umsetzung beobachtet werden. Selbst eine Erhöhung von RT 
auf 55° C brachte keinen Erfolg. Unter diesen Bedingungen zeigte sowohl die 
Carbonyverbindung  105 als auch die C-H-acide Komponente keine ausreichende Reaktivität 
für die beschriebene Kondensationsreaktion. 
 
6.4.7.7 Synthese von GSSF 121 
 
Die Synthese des zweifach sulfatierten Saccharidmimetikums GSSF 121 erfolgte in 
mehreren Stufen, wobei zwei verschiedene Synthesestrategien entwickelt wurden. 
Bei Syntheseweg A wurde 1 eq. monoglycosidierte Furan 30 mit 5 eq. NMe3*SO3 in DMF bei 
55° C zur Reaktion gebracht. Nach 5 Stunden ist die Sulfatierung abgeschlossen. Nach 
säulenchromatographischer Aufarbeitung an Kieselgel mit CH2Cl2/MeOH 5:1 konnte das 
Produkt 118 in einer Ausbeute von 95 % erhalten werden. Daraufhin folgte die Abspaltung 
der tert-Butyldiphenylsilylgruppe durch TBAF in THF bei 0° C.  Die Aufarbeitung des 
Rohproduktes erfolgte an Kieselgel mit CH2Cl2/MeOH 5:1, wobei 119 als weiße Kristalle mit 
einer Ausbeute von 51% erhalten wurde. Die anschließende Sulfatierung mit NMe3*SO3 in 
DMF bei 55° C erfolgte analog zu der Sulfatierung der monoglycosidischen Furane. Das 
zweifach sulfatierte, acetylgeschützte Rohprodukt 120 wurde an Kieselgel mit CH2Cl2/MeOH 
95:5 säulenchromatographiert. Das Produkt 120 wurde als klares Öl mit einer Ausbeute von 
65 % isoliert. Problematisch hingegen gestaltete sich die Abspaltung der 
Acetylschutzgruppen von Verbindung 120, da diese nicht immer vollständig verlief. Die 
Abspaltung erfolgte mit NMe3/MeOH/H2O im Verhältnis 4:3:1. Nach 12 Stunden 
Reaktionszeit wurde das Lösungsmittel evaporiert und mehrmals mit Ethanol nachgedampft. 
Die säulenchromatographische Aufreinigung von 121 erfolgte an Kieselgel mit AcCN/H2O 
95:5. Das Saccharidmimetikum GSSF 121 wurde zu 65 % als weißes Pulver erhalten. 
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122 120 121  
Schema 56: Synthesestrategien A und B für die Synthese von GSSF 121. 
 
Syntheseweg B begann mit der Abspaltung der TBDPS-Gruppe durch TBAF bei 0° C in 
THF. Das gewünschte Produkt 122 konnte jedoch nur in Ausbeuten um die 21 % als klares 
Öl erhalten werden. Die Sulfatierung mit NMe3*SO3 in DMF verlief standardmäßig. Nach 
Abspaltung der Acetylschutzgruppen mit NMe3/MeOH/H2O ergab nach 
säulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel mit AcCN/H2O 95:5 zu 55 % GSSF 
121. 
Obwohl Syntheseweg B nur drei Reaktionsschritte umfasst, erwies sich jedoch Strategie A 
aufgrund der besseren Ausbeuten und einfacheren Handhabung der Sulfate als die 
günstigere Synthesestrategie. 
 
6.4.8 Biotinylierung von Saccharidmimetika 
 
Das sulfatierte Saccharidmimetikum GSF 72 wurde von Gronewold in unterschiedlichen 
biologischen Assays auf sein inhibitorisches Potential bezüglich Zell-Zell-Wechselwirkungen 
untersucht. Die Resultate liessen darauf schließen, dass das Mimetikum an die Zellen bindet 
und eine hemmende Wirkung auf die Zell-ECM-Wechselwirkungen von Melanomen hat. Mit 
Hilfe von ex vivo Bindungsassays können jedoch eindeutige Aussagen über die daran 
beteiligten Mechanismen getroffen und die Frage beantwortet werden, ob die Bindung 
wirklich an den Proteinen der extrazellulären Matrix stattfindet oder ob das Mimetikum 72 
internalisiert wird. Hierfür müssen die Saccharidmimetika entsprechend umfunktionalisiert 
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bzw. markiert werden. Wie bereits Gronewold et al[145] schon zeigten, lassen sich die 
Furansaccharidmimetika über eine Diels-Alder-Reaktion mit biotinyliertem Maleinimid oder 
Maleinimidofluorescein konjugieren.  
Im Folgenden wurde GSF 72 mit einem Überschuss an Biotinmaleinimid 123 in Wasser bei 
einer Temperatur von 45° C umgesetzt. Nach 48 Stunden konnte das Diels-Alder-Addukt 
124 erhalten werden. Die Aufreinigung des Rohproduktes erfolgte per RP-HPLC und lieferte 
124 in einer Ausbeute von 40 % als endo-exo-Gemisch. 
 
 
Schema 57: Diels-Alder-Reaktion von GSF 72 und biotinyliertem Maleinimid. 
 
Analog hierzu wurde das fluorierte Saccharidmimetikum GFF 102 mit Maleinimidobiotin 123 
in Wasser umgesetzt (siehe Schema 58). Nach 48 Stunden Reaktionszeit war jedoch keine 
Umsetzung zu beobachten. Aufgrund dieser Tatsache wurde das Reaktionsgemisch für 
weitere 48 Stunden auf 55° C erwärmt, jedoch führte die Temperaturerhöhung nicht zum 
gewünschten Diels-Alder-Addukt.  Dies begründet sich in den elektronischen Eigenschaften 
des Diens. GFF 102 besitzt in unmittelbarer Nähe des pi-Elektronensystems des Furanringes 
den elektronegativen Fluor-Substituenten. Da es sich bei der Diels-Alder-Reaktion um eine 
konzertierte [4+2]-Cyclo-addition handelt, bei der es zu einer Überlappung des  höchsten, 
besetzten MOs des Diens (HOMO) mit dem niedrigsten, unbesetzten MO des Dienophils 
(LUMO) kommt und die Reaktion nur thermisch möglich ist, wenn die MOs energetisch 
ähnlich sind, führt ein elektronenreicher Substituent wie z.B. Fluor zu einer Verringerung der 
Energie des HOMOs des Diens. Dadurch ist eine Cycloaddition nicht möglich. Durch 
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Schema 58: Diels-Alder-Reaktion von GFF 102 und biotinyliertem Maleinimid. 
 
Weiterhin wurde 3,4-BGF mit biotinyliertem Maleinimid bei 45° C mit Wasser als Reaktions-
medium zur Reaktion gebracht. Nach 48 Stunden (HPLC-Kontrolle) konnte das gewünschte 





































Schema 59: Diels-Alder-Reaktion von 3,4-BGF und biotinyliertem Maleinimid. 
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6.5 Biologische Abbaubarkeit 
 
6.5.1 Abbautests nach OECD 
 
Die vom DKFZ und der ChemCon GmBH an das Institut für Umwelt- und 
Krankenhaushygiene (IUK) übergebenen Proben wurden mit zwei verschiedenen OECD-
Tests auf Ihre Abbaubarkeit hin untersucht. Die Resultate sind in Tabelle 6 
zusammengefasst. In den meisten Fällen ist der Abbau erfahrungsgemäß beim 
Manometrischen Respirationstest höher. Zu dem Sauerstoffverbrauch wurde auch die 
Kohlenstoffelimination gemessen. Proben aus den Abbautests wurden bei einer Temperatur 
von  -85° C tiefgefroren und später auf Zerfallsprodukte analysiert.  
6.5.1.1 Closed Bottle Test (CBT) 
 
Der Closed Bottle Test (CBT) ist ein Abbautest, mit dem organische Stoffe auf leichte 
biologische Abbaubarkeit (ready biodegradability) untersucht werden. Er zählt zur Stufe 0 der 
OECD-Testhierarchie (Organisation for Economic Co-operation and Development). Wird ein 
positives Ergebnis erzielt, d.h. erweist sich ein Stoff im Test der Stufe 0 als leicht biologisch 
abbaubar, gilt diese Substanz auch in der aquatischen Umwelt als leicht biologisch abbaubar 
(OECD 1992). Der CBT-Test gehört zur Gruppe der diskontinuierlichen Testverfahren (die-
away-Tests) im geschlossenen System mit relativ niedriger Bakteriendichte und niedriger 
Testsubstanzkonzentration. 
 
Berechnung der Ergebnisse 
Der Abbau einer Testsubstanz wurde nach OECD (1992) über deren Sauerstoffzehrung 
(BSB) ermittelt, von der die Zehrung eines mitgeführten Blindansatzes, der nur aus 
Mineralmedium und Inokulum besteht, abzuziehen ist. Diese Differenz wird als prozentualer 
Anteil am theoretischen Sauerstoffbedarf (ThSB) bzw. im Falle der Toxizitätskontrolle als 
ThSB des Gemisches aus beiden Komponenten als Abbauwert angegeben. 
 
Formel 1: Berechnung des Biologischen Sauerstoffbedarfs (BSB)  
 
Formel 2: Berechnung des Abbaus in Prozent  
)(c
)(O-)(O







  [%]   Abbau 
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BSB  gemessener biologischer Sauerstoffbedarf in mg O2/mg Testsubstanz, 
ThSB  theoretischer Sauerstoffbedarf bzw. CSB in mg O2/mg Testsubstanz, 
(O2)T,n  Sauerstoffzehrung am Tag n im Ansatz mit Testsubstanz, 
(O2)B,n  Sauerstoffzehrung am Tag n im Blindansatz, 
(cT)  Konzentration der Testsubstanz in mg/l. 
 
Als leicht biologisch abbaubar gilt eine Testsubstanz dann, wenn sie innerhalb eines „10 
Tage-Fensters“, das ab dem Zeitpunkt eines 10%igen Abbaus beginnt, zu mindestens 60% 
abgebaut wird. 
Die in  Tabelle 6  aufgeführten Ergebnisse der Closed Bottle Tests beziehen sich auf den 
Sauerstoffbedarf in Prozent.  
 
6.5.1.2 Manometrischer Respirationstest (MRH) 
 
Der manometrische Respirationstest dient zur Untersuchung der leichten biologischen 
Abbaubarkeit von organischen Substanzen mittels Sauerstoffbedarfmessung. Die 
Testsubstanz wird als Kohlenstoffquelle zu einem bestimmtem Volumen Mineralmedium 
gegeben, das mit Inokulum beimpft wurde. Der Ansatz wird in einem geschlossenen Gefäß 
(OxiTop Flasche) bei konstanter Temperatur (+/- 1°C) für 28 Tage gerührt. Der Verbrauch an 
Sauerstoff durch den mikrobiellen Abbau der Substanz wird mittels der OxiTop-Köpfe per 
Druckdifferenz gemessen. Das durch den Abbau entstehende Kohlenstoffdioxid wird durch 
Natriumhydroxid abgefangen, so dass ein Unterdruck durch Sauerstoffzehrung entsteht, 
welcher in den Messköpfen registriert wird. Die Menge an durch Mikroorganismen während 
des biologischen Abbaus aufgenommenen Sauerstoffs wird als Prozent des ThSB 
ausgedrückt und liefert Angaben zur Abbaubarkeit der Testsubstanz. 
Die Berechnung der Ergebnisse erfolgte analog der Berechnungen für den CBT. 
Die Ergebnisse des MRH, wie sie in  Tabelle 6  zusammengefasst sind,  umfassen zwei 
Parameter: Zum einen der Sauerstoffbedarf in Prozent bezogen auf den ThOD („theoretical 
oxygen demand“) und zum anderen die Kohlenstoffelimination in Bezug auf den NPOC 
(„non-purgable organic carbon“). Beide Parameter im Vergleich liefern wertvolle Hinweise auf 
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Tabelle 6: Ergebnisse der biologischen Abbautests („-“bedeutet keine Messung). 
 
Entgegen der theoretischen Berechnung der biologischen Abbaubarkeit (siehe Kapitel 6.1) 
zeigen die unterschiedlichen Stellungsisomere des Bishydroxymethylfurans unterschiedliche 
biologische Abbaubarkeiten. Das Core-Molekül der Leitstruktur GSF, 3,4-
Bishydroxymethylfuran 9 zeigt einen geringeren Abbau als die Stellungsisomere 2,3-/2,4/2,5-
Bishydroxymethylfuran (14, 12, 10). Die Position der Hydroxymethylgruppen des Furans 
scheint hier eine entscheidende Rolle zu spielen. Befinden sich die Hydroxymethylgruppen in 
unmittelbarer Nähe des Sauerstoffatoms des Furankerns, scheint der Abbau des Moleküls 
durch Mikroorganismen begünstigt zu sein. Diese Annahme wird durch die Tatsache 
gestützt, dass beispielsweise 2,5-Dimethyl-3,4-Bishydroxymethylfuran 15 im Vergleich zum 
Core-Molekül 9 eine weitaus geringere biologische Abbaubarkeit aufweist. Die Blockade der 
Positionen 2 und 5 des Furankerns durch Methylgruppen führt zu einem insgesamt 
schlechteren biologischen Abbau im Vergleich zu 3,4-Bishydroxymethylfuran 9. 
Die Abbaudaten der unterschiedlich zweifach substituierten Furane zeigen, dass 2-Carbonyl-
5-Hydroxymethylfuran 129 im Vergleich zu 2,5-Bishydroxymethylfuran 10 einen höheren 
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Abbau aufweist. Die Carbonylgruppe von 2-Carbonyl-5-Hydroxymethylfuran 129 ist einer 
Oxidation zur nächst höheren Oxidationsstufe, der entsprechenden Carbonsäure, leichter 
zugänglich als der entsprechende Alkohol. Ein ähnliches Phänomen tritt bei den einfach 
substituierten Furanen auf. Die Carbonsäure zeigt eine bessere biologische Abbaubarkeit als 
der entsprechende Carbonsäureester. Ein weiterer Abbau der Carboxylgruppe zu 
Kohlendioxid ist durch die Esterfunktion blockiert. 
Die monoglycosidischen Furane, die entweder Glucose oder Galactose als Saccharideinheit 
besitzen, zeigen insgesamt eine hohe biologische Abbaubarkeit. Die benachbarte 
Hydroxygruppe in 4-Position des Furans ist einer Oxidation sehr leicht zugänglich. Diese 
Tatsache wird durch den Vergleich mit der entsprechenden Methoxyverbindung 99 
unterstützt. Sie zeigt mit 27.3 % einen deutlich geringeren Abbau als 17 mit 58.7 %. Durch 
die Blockade der Hydroxylgruppe ist eine Oxidation zur nächst höheren Oxidationsstufe, dem 
Aldehyd, nicht möglich. 
Vergleicht man Verbindung 20a mit Verbindung 127, wird deutlich, dass 127 mit 63.7% eine 
geringere Abbaubarkeit aufweist als 20a mit 73.5 %. Diese Tatsache stimmt mit dem 
Vergleich der biologischen Abbaudaten der unterschiedlich substituierten 
Bishydroxymethylfurane überein. Durch die Blockade der 2- bzw. 5-Position der 
Hydroxygruppen des Furankerns (bei 127 durch eine Saccharideinheit), ist ein Abbau durch 
Mikroorganismen erschwert. Andererseits zeigt jedoch das Core-Molekül 3,4-
Bishydroxymethylfuran 9 einen geringeren biologischen Abbau als sein Isomer 2,5-
Bishydroxymethylfuran 10. Durch die Monoglycosilierung konnte die Struktur 9 in ihren 
Umwelteigenschaften deutlich optimiert werden. 
Betrachtet man die biologisch aktiven Verbindungen wie GSF 72, GluSF 74 und FuSF 80, 
die alle eine Sulfatgruppe in 4-Position des Furankerns tragen, zeigt GluSF mit 46.9% 
(20.7%) die höchste biologische Abbaubarkeit. Glucose ist im Vergleich zu den Sacchariden 
Galactose bzw. L-Fucose einem biologischen Abbau besser zugänglich. Die Leitstruktur 
GSF 72 zeigt somit unter den biologisch aktiven Verbindungen mit 16.9% die geringste 
Abbaubarkeit. Bei allen drei Verbindungen ist jedoch im Vergleich zu den entsprechenden 
Hydroxyverbindungen (siehe oben) der Abbau durch Mikroorganismen erschwert. Die hier 
entscheidende funktionelle Gruppe (Sulfatgruppe) ist einer weiteren Oxidation zur nächsten 
Oxidationsstufe nicht zugänglich. Die Optimierung der biologischen Abbaubarkeit der 
Verbindungen 72, 74 und 80 wäre durch Substitution der Sulfatgruppe durch die 
entsprechende Sulfonsäure möglich. Ob jedoch hier auch eine Optimierung der biologischen 
Wirksamkeit gegeben ist, ist fraglich. 
Der Vergleich der experimentellen und theoretischen Abbaudaten der analogen 
Cyclohexenmimetika 135, 91 und 93 zeigt, dass die Stereochemie der Mimetika einen 
entscheidenden Einfluss auf deren Abbaubarkeit hat. Die trans-Verbindungen 91 und 93 sind 
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einem biologischen Abbau weniger zugänglich als die entsprechende cis Verbindung 135. 
Wie bereits in Kapitel 4.9.4 erläutert, spielt die Geometrie einer Verbindung eine 
entscheidende Rolle. Sterisch anspruchsvolle Moleküle können durch Mikroorganismen 
schlechter umgesetzt werden. Die experimentellen Ergebnisse der trans-Verbindungen 91 
und 93 im Vergleich zur analogen cis-Verbindung 135 bestätigt dies.  
Die Daten der zweifach glycosidierten Verbindungen wie 19 und  22 machen deutlich, dass 
die Glucosemimetika besser einem biologischen Abbau durch Mikroorganismen zugänglich 
sind als die analogen Galactosemimetika.  Der Unterschied in den biologischen 
Abbaubarkeiten begründet sich möglicherweise in den verschiedenen Stellungen der 
Hydroxylgruppe in 5-Positon des Saccharides. Eine axiale Position der Hydroxygruppe führt, 
verglichen mit der äquatorialen, zu einer grösseren sterischen Hinderung, wobei hieraus eine 
schlechtere Verwertung durch Mikroorganismen resultieren könnte. 
Weiterhin zeigt der Vergleich der experimentellen Daten der bisglycosidierten Furane, dass 
eine höhere Anzahl der Hydroxygruppen zu einer verbesserten Abbaubarkeit führt. So 
zeigen Xylosederivate 140 mit 18.5 % einen geringeren Wert des biologischen Abbaus als 
Glucosederivate 22  (62.3 %). Eine größere Anzahl an oxidierbaren funktionellen Gruppen 
führt zu einer höheren CO2-Bildung, die aus der Verwertung durch Mikroorganismen als 
Abbauprodukt resultiert. 
Das fluorierte Saccharidmimetikum GFF 102 zeigt trotz der Tatsache, dass 
Fluorverbindungen keiner weiteren Oxidation zugänglich sind, mit 36.3 % eine deutlich 
bessere Abbaubarkeit als die Leitstruktur GSF 72 (19.5 %), wobei Sulfatgruppen ebenfalls 
nicht weiter oxidiert werden können. Möglicherweise spielt hier die Stereochemie der beiden 
Verbindungen eine grosse Rolle. Die Sulfatgruppe ist im Vergleich zum Fluor weitaus 
grösser und raumerfüllender. Die Aufnahme solcher sterisch anspruchsvollen Moleküle 
durch die Mikroorganismen im Klärschlamm ist äußerst erschwert, wodurch eine geringere 
biologische Verwertung resultieren könnte. 
Die experimentellen Daten der CBT und MRH-Tests unterstützen einerseits die aufgestellten 
Regeln, die für die Bewertung der biologischen Abbaubarkeit von Substanzen angewandt 
werden. Andererseits liefern sie für die verwendeten Softwaremodule weitere, 
unterstützende Daten. So zeigte sich z.B. bei den Berechnungen, dass Stellungsisomere 
(am Beispiel der verschieden substituierten Bishydroxymethylfuranen oder der 
unterschiedlichen Stereoisomere der Saccharide) in ihren Abbaudaten nicht unterschieden 
werden können. Die unterschiedlichen Softwaremodule liefern bei gleichen Summenformeln 
der zu untersuchenden Substanzen gleiche Werte des prozentualen Abbaus, was jedoch 
den realen Werten in keinster Weise entspricht. Durch die experimentelle Testung der 
unterschiedlichen Stellungsisomere konnte der Datensatz der Software erweitert werden, so 
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dass in Zukunft eine bessere Bewertung der zu untersuchenden Substanzen gewährleistet 
ist. 
 
6.5.2 LC-MS/MS Analytik der Testsubstanzen in den Abbautests 
 
Für die Analytik standen Proben aus den Closed Bottled Tests (OECD 301D) und dem 
Manometrischen Respirationstest (OECD 301F) zur Verfügung. Die Ausgangssubstanzen für 
die Tests und Standards waren Syntheseendstufen vom DKFZ Heidelberg und der Chemcon 
GmbH.  
 
Analytikergebnisse zum Closed Bottle Test OECD 301D 
 
Exemplarisch wird die Auswertung mit der Substanz 132 dargestellt.  Da die Substanz 132 in 
der eingesetzten Konzentration nicht massenspektrometrisch erfasst werden konnte, wurde 
der Abbau mittel HPLC-Analytik chromatographisch verfolgt. Der Vergleich der Proben von 
Tag 0 und Tag 28 ergab das Ergebnis aus Abbildung 65. Die ursprüngliche Substanz 
(Retentionszeit 17,5 min) ist nach 28 Tagen fast vollständig abgebaut, dafür bildete sich ein 
neuer Peak bei der Retentionszeit 20,8 min. Dieser neue Peak ist ebenfalls in der 
Toxizitätskontrolle vorhanden, da dort auch ein Abbau der Substanz erfolgte, nicht aber im 
Blindwert oder der Qualitätskontrolle. 
Abbildung 65: HPLC-Chromatogramme der Proben von Tag 0 (rot) und Tag 28 (blau) 
Das Transformationsprodukt war massenspektrometrisch erfassbar, das Massenspektrum ist 
in folgender Abbildung zu sehen.  
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Abbildung 66: Massenspektren des Transformationsproduktes im positiv Mode (oben) und im 
negativ Mode (unten). 
Durch die Probennahme alle 7 Tage kann ein Verlauf des Abbaus der Muttersubstanz bzw. 
der Bildung des Transformationsproduktes erstellt werden. Für die Substanz 132 ist dieser 
Verlauf in Abbildung 67 dargestellt, wobei für die Ausgangssubstanz das UV-
Chromatogramm zugrunde gelegt wurde und für das Transformationsprodukt eine 
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Die Zellwanderung innerhalb von Organismen spielt in vielen biologischen Prozessen eine 
wichtige Rolle. So stellt bespielsweise die Migration von Zellen bei der Einwanderung von 
Gefäßendothelzellen und Fibroblasten bei der Wundheilung einen essentiellen biologischen 
Vorgang dar, durch welche u.a. die Unversehrtheit des Organismus gewährleistet wird. 
Der im Laufe dieser Arbeit angewandte „wound-healing“-Assay soll die Wirkung der neuen 
Saccharidmimetika auf die Zellwanderung von humanen Melanomzellen untersuchen. 
Hierfür wird in einem intakten Zellrasen mit Hilfe einer Pipettenspitze künstlich eine Wunde 
zugefügt, um das Migrationsverhalten der Zellen über einen gewissen Zeitraum zu 
beobachten.  
Dieser Assay ist ein stark vereinfachtes Modell für eine Zellwanderung, wobei die Zellen nur 
in zwei Dimensionen wandern können. In vivo  erfolgt eine Wanderung von Zellen  stets in 
einem dreidimensionalen Raum. Dennoch kann man anhand dieses vereinfachten 
Versuchsaufbaues Aussagen über das Migrationspotential von Zellen treffen, die mit den zu 
untersuchenden Saccharidmimetika inkubiert wurden. 
 
6.6.1.1  Untersuchung von GluSF 74 
 
Die folgende Fotoserie zeigt die Ergebnisse der Migration der Zelllinie WM-115 in 
Anwesenheit von unterschiedlichen Konzentrationen von GluSF 74 innerhalb von 24 h. 
Bei einer Konzentration von 2.5 und 5 mM ist eine 
deutliche Inhibition der Migration der humanen 
Melanomzellen WM-115 zu erkennen. Eine 
Inkubation der Zellen mit 1 mM GluSF 74 zeigte 
keine Auswirkungen auf die Migration der Zellen. 
Nach 24 h hat sich die in dem Zellrasen verursachte 
Verletzung bei dieser Konzentration weitestgehend 
wieder geschlossen. 
 
Schema 60: GluSF 74. 
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Abbildung 68: Migration von WM-115 Zellen in die künstlich zugefügte Verletzung eines 
ansonsten intakten Zell-Monolayers. A: 1 mM, B: 2.5 mM, C: 5 mM GluSF 74. 
 
6.6.1.2 Untersuchung von GFF 102 
 
Die folgende Fotoserie zeigt die Ergebnisse der Migration der Zelllinie WM-115 in 
Anwesenheit von unterschiedlichen Konzentrationen von GFF 
102 innerhalb von 24 h. 
Die Inkubation mit GFF 102 zeigt eine Inhibition der 
Zellmigration bei einer Konzentration von 2.5 mM bis 1 mM. Hier 
ist eine aktive Wanderung der Zellen in den nicht mehr 
bewachsenen Streifen nur noch vermindert zu beobachten. In 
Gegenwart von 5 mM GFF 102 zeigte sich nach 24 h ein 
Abrunden der Zellen. Dieses Abrunden ist kein toxischer Effekt 
von GFF. Die abgelösten Zellen wurden nach 24 h Inkubation 
mittels Trypan-Blau auf ihrer Vitalität hin überprüft. Dies zeigte, 
dass die Zellen vollkommen vital sind und dass es sich hierbei 
um keinen toxischen Effekt von GFF 102 handelt. Durch die Modifikation der Leitstruktur 
GSF 72 konnte also eine Verbesserung des biologischen Wirkungsbereiches erzielt werden. 
 
Schema 61: GFF 102. 
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Abbildung 69: Migration von WM-115 Zellen in die künstlich zugefügte Verletzung eines 
ansonsten intakten Zell-Monolayers. A: 1 mM, B: 2.5 mM, C: 5 mM GFF 102. 
 
6.6.1.3 Vergleich Sulfat 82 mit Sulfonsäure 113 
 
Um Rückschlüsse auf die Wirkungsweise der Leitstruktur GSF 72 ziehen zu können, wurde 
die am Furankern befindliche Sulfatgruppe durch andere funktionelle Gruppen substituiert 
(siehe Kapitel 6.2.7). Ein direkter Strukturvergleich ist durch Substitution der negativ 
geladenen Sulfatgruppe durch eine Sulfonsäure 
gegeben. Um den inhibitorischen Effekt der 
Sulfatgruppe erklären zu können, wurden zwei 
strukturanaloge Verbindungen (Verbindung 82 und 
113), die als Core-Molekül Bishydroxymethylfuran 9 
und als Saccharideinheit D-Fucose enthalten, 
synthetisiert und in ihrer Wirksamkeit bezüglich der 
Inhibition der Zellmigration untersucht. 
Strukturell gesehen sind sich beide Verbindungen auf den ersten Blick sehr ähnlich. Es 
handelt sich in beiden Fällen um geladene Strukturen, jedoch besitzt die Sulfatgruppe durch 
ein zusätzliches Sauerstoffatom eine andere räumliche Geometrie. Wie stark sich dieser 
geringe strukturelle Unterschied auf die biologische Wirksamkeit der Saccharidmimetika 
113 
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auswirkt, zeigen die folgenden Fotoserien, die 
während der Migration von WM-115-Zellen 
angefertigt wurden. 
Das Sulfonat 113 hat selbst in einer Konzentration 
von 5 mM, verglichen mit dem Sulfat 82, nur einen 
geringen Einfluß auf die Wanderung der WM-115-
Zellen. Nach 24 h hat sich die in dem Zellrasen 
zugefügte Verletzung nahezu wieder geschlossen. 82 zeigt analog der Leit-struktur GSF 72 
eine deutliche Inhibition der Zellmigration im Konzentrationsbereich von 5 mM, jedoch ist 
dieser Effekt bei niedrigeren Konzentrationen nicht zu beobachten. Beide Verbindungen 
stellen keine Optimierung von GSF 72 dar, liefern aber wichtige Hinweise zum Verständnis 
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Abbildung 70: Migration von WM-115 Zellen in die künstlich zugefügte Verletzung eines 
ansonsten intakten Zell-Monolayers. A: 5 mM, B: 2.5 mM, C: 1 mM 82 (Sulfat). 
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Abbildung  71: Migration von WM-115 Zellen in die künstlich zugefügte Verletzung eines 
ansonsten intakten Zell-Monolayers. A: 5 mM, B: 2.5 mM, C: 1 mM 113 (Sulfonsäure). 
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6.6.1.4   Übersicht über die Wirkung der neuen Saccharidmimetika auf die Migration 
von WM-115-Zellen 
 
Folgende Tabelle zeigt eine Übersicht der untersuchten Saccharidmimetika bzgl. Der 
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Tabelle 7: Übersicht über die untersuchten Saccharidmimetika im zweidimensionalen 
Migrationassay an WM-115-Zellen. „-“: keine Inhibition der Migration, „+“: leichte Inhibition der 
Migration, „++“: deutliche Inhibition der Migration, „+++“: starke Inhibition der Migration. 
Um den Wirkmechanismus der Inhibition der Zellmigration der humanen Melanomzelllinien 
durch die neuen Saccharidmimetika verstehen zu können, wurden in erster Linie GSF-
analoge Verbindungen synthetisiert, die Furan als Core-Molekül und die Sulfatgruppe als 
funktionelle Gruppe enthalten. Durch die Substitution der Saccharideinheit Galactose der 
Leitstruktur GSF 72 durch andere Saccharideinheiten wurde deren Einfluss auf die Inhibition 
der Zellmigration untersucht. Wie in Tabelle 7 zu sehen ist, stellt der Austausch der 
Galactose durch andere Saccharide wie D-Xylose 76, D-Lactose 84, 2-Deoxyglucose 78, D-
Fucose 82 und L-Fucose 80 keine Optimierung von GSF 72 dar. Alle diese Verbindungen 
zeigen im Konzentrationsbereich von weniger als 5 mM keine Inhibition der Zellmigration. 
GluSF 74 hingegen zeigt ein ähnliches Verhalten wie die Leitstruktur GSF 72 und ist damit 
keine Optimierung des Saccharidmimetikums GSF 72. Von besonderem Interesse sind 
jedoch die Ergebnisse von Verbindung 82 und 80. Beide Mimetika tragen als 
Saccharideinheit Fucose, jedoch zeigt das D-Enantiomer 82 im Vergleich zum L-Enantiomer 
80 in einer Konzentration von 5 mM eine deutliche Inhibition der Migration der WM-115 
Zellen. Die Stereochemie der Saccharide ist also für die Entwicklung eines neuen 
Saccharidmimetikums von entscheidender Bedeutung.  
Verbindung 86 stellt einen Sonderfall dar, da bei diesem Mimetikum Mannose verwendet 
wurde. Mannosederivate zeigen eine -Verknüpfung zum Core-Molekül. 86 inhibiert die 
Migration der WM-115-Zellen im Bereich von 5 mM, kann aber aufgrund seiner anderen 
Stereochemie nicht mit dem Saccharidmimetikum GSF 72 verglichen werden. 
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Im Zuge der Optimierung der Leitstruktur wurde der inhibitorische Einfluss der negativ 
geladenen Sulfatgruppe untersucht. Durch Umfunktionalisierungen am monoglycosidierten 
Furan, z.B. dem Ersatz der Sulfatgruppe durch  eine andere funktionelle Gruppen wie einer 
Sulfonsäure oder einem Halogen, können unter Umständen Rückschlüsse auf die 
Wirkungsweise des Saccharidmimetikums GSF 72 gezogen werden. Der Austausch des 
Sulfats am Core-Molekül durch eine Sulfonsäure zeigte keine Inhibition im gewünschten 
Konzentrationsbereich. Obwohl sich beide funktionellen Gruppen strukturell sehr ähnlich sind 
und beide durch ihre negative Ladung mit dem Mn2+-Zentrum des Integrins in eine 
elektrostatische Wechselwirkung treten können, zeigt der Vergleich Sulfat-Sulfonsäure, dass 
nur geringfügige Änderungen in der Geometrie einen entscheidenden Einfluss auf die 
Wirksamkeit dieser beiden Mimetika hat. Die Substitution der Sulfatgruppe durch die 
Sulfonsäure lieferte demnach keine Optimierung der Wirksamkeit der Saccharidmimetika.  
Verbindung 17, die in benzoylgeschützter Form als Zwischenstufe in der Synthese von GSF 
72 auftritt, wurde ebenfalls im zweidimensionalen Migrationsassay untersucht. Erstaunlicher-
weise zeigte diese Struktur in den Konzentrationsbereichen von 2.5-5 mM eine leichte 
Inhibition der Zellmigration. Dieses Ergebnis unterstützt die Annahme, dass eine Interaktion 
zwischen dem Manganzentrum des Integrins v3 mit einer am Furankern befindlichen 
negativ geladenen Gruppe wie der Sulfatgruppe bzw. einer elektronenliefernden Gruppe wie 
der Hydroxygruppe in Verbindung 17, vorliegt. Die Blockade der Hydroxyfunktion mit einer 
Methylgruppe wie in 99 zeigt, dass der inhibitorische Effekt verloren geht. Die vorher frei 
vorliegenden Elektronenpaare am Sauerstoffatom (17) werden durch die Methylgruppe (99) 
blockiert und können so mit den Mn2+-Zentren nicht mehr interagieren. 
Weitere Modifikationen von GSF 72 stellen die Verbindungen 108 (Carbonsäure) und 106 
(Aldehyd) dar. Auch hier wird wieder deutlich, dass am Furankern befindliche funktionelle 
Gruppen mit einer Ladung eine bessere Inhibition der Zellmigration von WM-115-Zellen 
zeigen als ungeladene Gruppen. Beide Mimetika stellen jedoch keine Optimierung der 
Leitstruktur dar. 
Die Substitution der negativ geladenen Sulfatgruppe von GSF 72 durch ein Halogenatom wie 
Fluor in GFF 102 zeigte eine eindeutige Optimierung der Leitstruktur. GFF 102 inhibiert die 
Migration der humanen Melanomzelllinien bereits in einer Konzentration von 1 mM. Wie 
bereits erwähnt, handelt es sich hierbei um keinen toxischen Effekt des 
Saccharidmimetikums. Zwar tritt nach 24 h ein Abrunden der Zellen auf, jedoch zeigte die 
Vitalitätsprüfung mit Trypanblau, dass die Melanomzellen vollkommen intakt sind. Bei GFF 
102 handelt es sich jedoch nicht um eine elektrostatische Interaktion zwischen Fluor und den 
Manganzentren des Integrins. Der hierbei mögliche Mechanismus der Inhibition wird in 
Kapitel 6.10 postuliert. 
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Ein weiterer Schritt in der Optimierung der Leitstruktur erfolgte durch Substitution des Core-
Moleküls 3,4-Bishydroxymethylfuran durch andere Kerne wie 3,4-Bishydroxymethythiophen, 
2,5-Dichloro-3,4-Bishydroxymethylthiophen, 1,2-Benzoldimethanol und trans-1,2-
Cyclohexendimethanol. Diese neuen Saccharidmimetika zeigten im zweidimensionalen 
Migrationsassay keinen inhibitorischen Effekt auf die Zellmigration. Selbst die GSF-analoge 
Verbindung GST 95, die sich von der Leitstruktur nur in einem einzigen Atom unterscheidet 
und auch nahezu geometrieanalog zu ihr ist, zeigte keine biologische Wirksamkeit.  
Eine weitere Optimierung des Saccharidmimetikums GSF 72 führte zu GSSF, ein 
Mimetikum, das 3,4-Bishydroxymethylfuran als Core-Molekül sowie jeweils eine Sulfatgruppe 
am Kern und in 6-Position des Saccharides Galactose enthält (siehe Kapitel 6.5.1.5). 
6.6.1.5   Untersuchung von GSSF 121 
 
Die folgende Fotoserie zeigt die Ergebnisse der Migration der Zelllinie WM-115 in 
Anwesenheit von steigenden Konzentrationen von GSSF 121 innerhalb von 24 h. 
In einer Konzentration von 0.1 und 1 mM GSSF 
121 ist eine deutliche Inhibition der Migration 
der humanen Melanomzellen WM-115 zu 
erkennen.  Eine Vitalitätsprüfung mit Trypanblau 
zeigte, dass die Zellen vollkommen vital sind. 
Bei einer Konzentration von 5 mM wird jedoch 
ein leicht toxischer Effekt von GSSF 121 
deutlich. Die abgelösten Zellen zeigten nur 
teilweise Vitalität. Jedoch erwies sich diese 
Strukturvariante von GSF 72 als die sinnvollste und vielversprechendste. Verglichen mit allen 
anderen synthetisierten Strukturen ist das Saccharidmimetikum GSSF 121 als eine wirkliche 
Optimierung der Leitstruktur anzusehen, da die Wirkkonzentration von GSF 72 bezüglich der 
Inhibition der Migration von humanen Melanomzelllinien von 5 mM auf 0.1 mM verbessert 
werden konnte. 
  
Schema 62: GSSF 121 
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 0 h 4 h 8 h 24 h 
Abbildung 72: Migration von WM-115-Zellen in die künstlich zugefügte Verletzung eines 
ansonsten intakten Zell-Monolayers. A: 5 mM, B: 2.5 mM, C: 1 mM, D: 0.1 mM GSSF 121. 
 
 
6.6.2 Oris™ Cell Migration Assay 
 
Der Oris™ Cell Migration Assay beruht auf dem gleichen Prinzip wie der angewandte 
„Wound Healing Assay“. Der Vorteil dieser Methode zur Untersuchung der Migration von 
Zellen liegt darin, dass die Größe der Fläche im Zellrasen, in die die Zellen einwandern, 
aufgrund des eingesetzten Seed-Stoppers immer identisch ist und somit eine hohe 
Reproduzierbarkeit des Assays gegeben ist. Weiterhin können mit Hilfe eines 
Fluoreszenzreaders nach Abdecken des Zellrasens mit einer Maske kinetische Messungen 
oder Endpunktbestimmungen vorgenommen werden. Durch die Verwendung von 96-Well-
Platten ist zudem eine höhere Testrate der Substanzen möglich. 
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6.6.2.1 Vorversuche zum Oris™ Cell Migration Assay 
 
Zur Bestimmung der optimalen Zellzahl der beiden humanen Melanomzelllinien WM-115 und 
WM-266-4 wurde in einer 96-Well-Platte, die mit den „Oris® Seed Stoppers“ versehen 
wurde, ein Modellversuch durchgeführt, indem zwischen 20 000 und 90 000 Zellen in jedes 
Well ausgesät wurden. Nach 24 h Inkubation unter den zellspezifischen Kulturbedingungen 
wurden die Seed Stoppers entfernt und nicht-adhärente Zellen weggewaschen. Nach 
Zugabe von frischem Medium erfolgte eine weitere Inkubation von 24 h. Danach wurde das  
Medium mitsamt nicht-adhärenten Zellen vorsichtig abgezogen. Nach Fixierung der Lösung 
und Anfärbung mit SRB-Reagenz wurde das Wachstum der Zellen photographisch 
dokumentiert. Hierbei ergaben sich für die Zelllinie WM-115 80 000 Zellen und für WM-266-4 
70 000 pro Well als optimale Zellzahl für den Oris™- Migrationsassay. 
6.6.2.2 Endpunktbestimmung 
 
Zur Endpunktbestimmung der Migration wurde nach 22 stündiger Inkubation der Zellen 2.5 h 
mit 10 µM Calcein-AM-Lösung unter den zellkulturspezifischen Bedingungen inkubiert. Die 
Fluoreszenz von hydrolysiertem Calcein wurde an einem Multi-Well-Reader bei einer 
Anregung von 485 nm und einer Messung der Emission bei 528 nm bestimmt.   
6.6.2.3 Migration von WM-115 
 
Diagramm 1 zeigt die Ergebnisse der Migration der Zelllinie WM-115 in Anwesenheit von 
steigenden Konzentrationen von GSF 72 oder dem Hexapeptid GRGDSP innerhalb von 22 
h. Die Endpunktbestimmung erfolgte mit Calcein-AM und anschließender Messung im 
Fluoreszenzreader. Verglichen mit dem „Scratch“-Assay wird hier deutlich, dass durch 
Inkubation mit dem Saccharidmimetikum GSF 72 und dem Peptid GRGDSP nicht eine 
Inhibition der Migration der WM-115-Zellen, sondern eine Stimulation zu beobachten ist. 
Dieser stimulierende Effekt konnte bisher durch eine reine fotographische 
Endpunktbestimmung nicht festgestellt werden. Verglichen mit der reagensfreien Kontrolle 
zeigte die Inkubation der Zellen mit 0.1 mM GRGDSP eine Stimulation um 26 % (siehe 
Diagramm 1). Da es sich bei GRGDSP um einen v3 RGD-Liganden handelt, der im 
Normalfall durch Interaktion mit dem Integrin v3 eine Inhibition der Zellmigration 
hervorrufen sollte, war dieses Ergebnis mehr als ungewöhnlich. 
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Diagramm 1: Migration von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher GSF 72- und 
GRGDSP-Konzentrationen. 
 
Um diese Beobachtung zu überprüfen, wurden zwei weitere Saccharidmimetika in Hinblick 
auf die Inhibition der Migration von WM-115 Zellen untersucht. Hierfür wurde das fluorierte 
Saccharidmimetikum GFF 102, das sich strukturell eindeutig von der Leitstruktur GSF 72 
unterscheidet, und das Mimetikum GluSF 74 getestet. Die Ergebnisse der Migration sind in 
Diagramm 2 zu sehen. 
Diagramm 2: Migration von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher GFF 102 - und 
GluSF 74-Konzentrationen. 
Auch hier wird der stimulierende Effekt der Saccharidmimetika auf die Zelllinie WM-115 
beobachtet.  Eine mögliche Erklärung für die Stimulation der Migration der humanen 
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Saccharidmimetika ist, dass die verwendete Zelllinie WM-115 das Integrin  v3 nur sehr 
gering oder nicht exprimiert. Koistinen et al[156] zeigte durch FACS-Untersuchungen, dass bei 
WM-115 keine Expression der Untereinheit v auftritt und somit auch keine Expression des 
Integrins v3. Möglicherweise interagieren sowohl die Saccharidmimetika als auch der 
RGD-Ligand GRGDSP mit einem anderen Rezeptor, wobei durch diese Interaktion kein 
inhibitorischer Effekt zu verzeichnen ist. Im Unterschied zur  WM-115-Zelllinie konnte 
Koistenen et al bei der WM-266-4-Zelllinie eine Überexpremierung des v3 Integrins 
feststellen. Aus diesem Grund wurde für Folgeexperimente bezüglich der Migration 
ausschließlich auf die WM-266-4 Zelllinie zurückgegriffen. 
 
6.6.2.4 Migration von WM-266-4 
 
Die Ergebnisse der Migration der humanen Melanomzelllinie WM-266-4 in Gegenwart der 
Saccharidmimetika GSF 72 und GluSF 74 ist in Diagramm 3 zu sehen. Als Kontrolle diente 
das RGD-Peptid GRGDSP. Die Migration der Proben wurde relativ zur Migration der 
reagenzfreien Kontroll-Zellen dargestellt. 
 
Diagramm 3: Migration von WM-266-4-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher GSF 72 - und 
GluSF 74-Konzentrationen. 
Auf den ersten Blick scheinen sowohl die Leitstruktur GSF 72 als auch sein Strukturanalogon 
GluSF 74 einen ähnlichen inhibitorischen Effekt auf die Zellmigration auszuüben. Verglichen 
mit den Ergebnissen des „Scratch“-Assays ist in diesem Assay der durchaus eindeutige 
inhibitorische Effekt der Saccharidmimetika auf das Migrationsverhalten der Melanomzellen 
nicht deutlich erkennbar. Eine Inkubation der Zellen mit 5 mM GSF 72 führt nur zu einer 
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bestimmung den Eindruck bekommt, dass der inhibitorische Effekt weitaus größer sein sollte. 
Dies liegt u.a. daran, dass beim traditionellen Migrationsassay die Wunde künstlich 
hinzugefügt wird. Durch die Verletzung des ehemals konfluenten Zellrasens durch einen 
Eppendorf-Tip werden möglicherweise Enzyme und Proteine freigesetzt, die dazu führen, 
dass die Melanomzellen weitaus sensitiver sind bzw. auf eine Inkubation mit den Analoga 
sensitiver reagieren. Beim Oris-Migrationsassay kann aufgrund der Seed-Stoppers, die sich 
in jedem Well befinden, auf die manuelle Verletzung des Zellrasens verzichtet werden. Die 
Zellen wachsen nach 24-stündiger Inkubation um den Seed-Stopper, werden nach 
Entfernung dieser nicht mechanisch verletzt und reagieren möglicherweise deshalb nur sehr 
gering auf die Saccharidmimetika. 
Da sich die einzelnen Inhibitionsraten nicht eindeutig voneinander unterscheiden und die 
jeweiligen Standardabweichungen hoch sind, kann im Unterschied zu den Ergebnissen des 
„Scratch“-Assays nicht eindeutig beurteilt werden, ob GluSF 74 eine Optimierung der 
Leitstuktur GSF 72 darstellt oder nicht. Das RGD-Peptid GRGDSP zeigte in einer 
Konzentration von 5 mM eine Inhibition von über 19 %. Das Hexapeptid eignet sich aufgrund 
seiner starken inhibitorischen Eigenschaften optimal als Positivkontrolle. 
Die Ergebnisse der Migration von WM-266-4 in Gegenwart des fluorierten 
Saccharidmimetikums GFF 102 sind in Diagramm 4 zu sehen. Als Positiv-Kontrollen dienten 
5 mM GSF 72 und 5 mM GRGDSP. Die Migration der Proben wurde relativ zur Migration der 
reagenzfreien Kontroll-Zellen dargestellt. 
 
Diagramm 4: Migration von WM-266-4 in Anwesenheit unterschiedlicher GFF 102-
Konzentrationen. 
GFF 102 inhibiert die Zellmigration  schon bereits ab einer Konzentration von 1 mM um die 6 
%. Verglichen mit den Ergebnissen von GSF 72 ist auch hier keine eindeutige Aussage über 
die Optimierung der biologischen Wirksamkeit bezüglich der Inhibition der Migration möglich. 
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(GSF 72: 6.4 %), jedoch kann ohne die Ergebnisse des  „Scratch“-Assay keine  Beurteilung 
des Wirkungsspektrums von GFF 102 erfolgen. 
 
Vergleich Sulfat (82) mit Sulfonsäure (113) 
 
Wie bereits in Kapitel 6.5.1.3 beschrieben, wurde neben der Sulfatgruppe eine Sulfonsäure 
als funktionelle Einheit am Furanring eingeführt, um einen Hinweis auf den 
Wirkmechanismus der Saccharidmimetika zu erhalten. Diagramm 5 zeigt die Ergebnisse der 
Migration der humanen Melanomzelllinie WM-266-4 in Gegenwart der beiden Mimetika 82 
(Sulfat) und 113 (Sulfonsäure). 
 
Diagramm 5: Migration von WM-266-4-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher Sulfat 82- und 
Sulfonsäure 113 -Konzentrationen. 
In einer Konzentration von 0.1 mM zeigt die Sulfonsäure 113 im Vergleich zum Sulfat 82 eine 
Inhibition von nahezu 4 %, wobei das Sulfat 82 keinerlei inhibitorischen Effekt zeigt. In einer 
Konzentration von 5 mM inhibiert die Sulfonsäure 113 die Migration der humanen 
Melanomzelllinie WM-266-4 um fast 11 %, wobei das strukturanaloge Sulfat 82 nur eine 
Hemmung von 7% erreicht.  Dieses Resultat steht nicht im Einklang mit jenem aus dem 
„Scratch“-Assay. Hier zeigte die Sulfonsäure 113 nach 24 h Inkubation keine Inhibition der 
Zellmigration.  
 
Das zweifach sulftatierte Saccharidmimetikum GSSF 121 
Im herkömmlichen „Scratch“-Assay bewirkte das neue Saccharidmimetikum GSSF 121 
bereits ab einer Konzentration von 1 mM eine deutliche Inhibition der Zellmigration. Zur 
Quantifizierung seiner hemmenden Wirkung wurde GSSF 121 im Oris Cell-Migration-Assay 
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Schema 63: DMPS. 
GRGDSP. Die Migration der Proben wurde relativ zur Migration der reagenzfreien Kontroll-
Zellen dargestellt. Weiterhin wurde eine weitere Struktur auf ihre biologische Wirksamkeit 
getestet. Hierbei handelt es sich um DMPS (Dimercaptosulfonsäure; Dimaval®). DMPS ist 
ein thiolhaltiges Antidot, das  als Chelat-Therapie zur Behandlung von Vergiftungen mit 
Schwermetallen verwendet wird. Es wird eingesetzt bei Arsen-, Quecksilber-, Gold-, Bismut-, 
Antimon- und Chromvergiftungen. Die Wirkungsweise von DMPS 
beruht auf der Bildung stabiler Chelatkomplexe. Durch die 
Chelatisierung wird ein Anlagern der toxischen Metallionen an 
lebenswichtige Enzyme verhindert. Zudem werden die als 
Komplexe gebundenen Schwermetalle schneller ausgeschieden. Da DMPS in der Lage ist, 
Mangan und andere Metallionen zu komplexieren, wurde es hier als Testsubstanz 
eingesetzt. Wie bereits in Kapitel 6.10 erwähnt, enthält das Integrin v3 mehrere 
Manganzentren in seiner Proteinstruktur. Die Ergebnisse des Blind Dockings mit GSF 72 
zeigten, dass die am GSF 72 befindliche negativ geladene Sulfatgruppe sich in eine 
elektrostatische Wechselwirkung mit den positiv geladenen Manganzentren des Integrins 
v3 begibt und dadurch Zellmigration und -adhäsion inhibiert. Daher besteht die Möglichkeit 
das Integrin v3 zurch Zusatz eines Chelatbildners, der die Manganzentren maskiert, zu 
inaktivieren. Da sich andere Chelatoren wie z.B. EDTA als Inhibitor der Zelladhäsion an 
Fibronectin bewährt haben, wurde hier DMPS bezüglich seines Inhibitionsverhalten der 
Zellmigration untersucht. 
 
Diagramm 6: Migration von WM-266-4-Zellen in Anwesenheit steigender GSSF- und DMPS-
Konzentrationen. 
 
Diagramm 6 zeigt die Ergebnisse der Migration in Anwesenheit steigender Konzentrationen 










































































































 Ergebnisse  





die Migration der humanen Melanomzellen in einer Konzentration von 0.1 mM bereits um 5 
%. Eine weitere Konzentrationserhöhung auf 5 mM führt zu einer Inhibition von 18 %. 
Verglichen mit allen bisherigen Saccharidmimetika ist GSSF 121 bezogen auf die Migration 
die beste Optimierung der Leitstruktur GSF 72. GSF 72 bewirkt hier lediglich eine Hemmung 
um 7%.  
Der Chelatbildner DMPS zeigt in einer Konzentration von 0.1 mM keinen inhibitorischen 
Effekt. Eine weitere Konzentrationserhöhung auf 5 mM führt zu einer maximalen Inhibition 
der Zellmigration von WM-266-4 von 13 %. 
Beide Ergebnisse, sowohl jene vom zweifach sulfatierten Saccharidmimetikum GSSF 121 
als auch vom Komplexbildner DMPS unterstützen die These, dass durch Komplexierung der 
positiv geladenen Manganzentren des Integrins v3 eine Inhibierung bezüglich der 
Zellmigration und -adhäsion auftritt. Eine genauere Erläuterung findet sich in Kapitel 7. 
 
Vergleich der beiden synthetischen Peptide cycloRGD und GRGDSP 
Bei dem cyclischen RGD-Peptid c(RGDfV) handelt es sich im Gegensatz zum linearen 
Peptid GRGDSP um einen potenteren v3-Antagonisten. Beide synthetischen Peptide 
wurden auf ihre Wirksamkeit im Migrationsassay getestet. Diagramm 7 zeigt die Ergebnisse 
des Assays. 
 
Diagramm 7: Migration von WM-266-4-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher cycloRGD- und 
GRGDSP-Konzentrationen. 
Das lineare Peptid GRGDSP zeigt einen konzentrationsabhängigen Effekt. Bei einer Wirk-
konzentration von 0.1 mM erfolgt keine Inhibition der Migration humaner Melanomzelllinien. 
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%. Das cyclische RGD-Peptid hingegen, das in Adhäsionsassays eine starke inhibierende 
Wirkung zeigt, scheint keinerlei inhibitorische Effekte auf die Zellmigration zu haben. 
Auffallend ist, dass in einer Konzentration von 0.1 mM cycloRGD eine Hemmung von 13 % 
bewirkt. Eine weitere Konzentrationserhöhung auf 5 mM führt nur zu einer maximalen 
Inhibition von 3 %. 
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6.6.2.5 Übersicht über die Wirkung der neuen Saccharidmimetika auf die Migration 
von WM-266-4-Zellen 
 
Tabelle 8 zeigt die Übersicht der Migration von WM-266-4 Zellen in Anwesenheit der neuen 




Inhibition der Migration relativ zur Kontrolle [%] 
















































































































Sulfonsäure (113)     
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Inhibition der Migration relativ zur Kontrolle [%] 









































































































GST (95)     
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Inhibition der Migration relativ zur Kontrolle [%] 



















































104     
GRGDSP 1 3 8 21 
Cyclo-RGD 13 3 -1 3 
DMPS -3.2 -0.9 5.5 12.9 
Tabelle 8: Übersicht der Inhibition der Migration der neuen Saccharidmimetika. 
Die Ergebnisse stimmen weitestgehend mit denen des „Scratch“-Assays überein (siehe 
Kapitel 6.5.1.4). Auch hier kommt man zum Resultat, dass das zweifach sulfatierte 
Saccharidmimetikum GSSF 121 als beste Optimierung von GSF 72 bzgl. der Inhibtion der 
Migration humaner Melanomzelllinien anzusehen ist. GSSF 121 hemmt bereits ab einer 
Konzentration von 0.1 mM die Zellmigration. Obwohl in diesem Assay die Inhibitionsraten 
von GSSF und GSF 72 bei 0.1 mM sehr ähnlich sind, ist der inhibitorische Effekt von GSSF 
121 im „Scratch“-Assay verglichen mit der Leitstruktur eindeutig. GSF 72 zeigt im 
herkömmlichen Migrationsassay in einer Wirkkonzentration von 0.1 mM keine Hemmung der 
Migration humaner Melanomzelllinien (vgl. Kapitel 6.5.1.4). Die Wunde ist nach 24 stündiger 
Inkubation mit GSF 72 vollständig verschlossen. Bei GSSF 121 hingegen ist im gleichen 
Konzentrationsbereich ein eindeutig inhibitorischer Effekt zu erkennen. Vergleicht man 
zudem die Ergebnisse der Migration bei 5 mM GSSF 121 bzw. GSF 72, stellt man fest, dass 
das zweifach sulfatierte Saccharidmimetikum die Zellmigration um 18 % inhibiert (GSF 72 
hingegen nur zu 6 %). Dieser starke inhibitorische Effekt resultiert jedoch nicht aus der 
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Zytotoxizität der Verbindung. Die Zellen erschienen selbst nach 24 h Inkubation mit dem 
Mimetikum noch vital. GSSF 121 ist in seiner Wirkweise mit der des synthetischen RGD-
Liganden GRGDSP vergleichbar. Das Hexapeptid inhibiert bei 5 mM die Migration von WM-
266-4 zu 21 %. GSSF 121 ist somit ein potenter Inhibitor der Zellmigration. 
Wie bereits oben erwähnt, wurde auch der inhibitorische Effekt des Komplexbildners DMPS 
untersucht. DMPS bewirkte in einer Konzentration von 5 mM eine Inhibition von nahezu 13 
%. Für eine erfolgreiche Inhibierung der Zellmigration scheint somit ein Komplexbildner wie 





Sowohl im Migrationsassay als auch im Adhäsionsassay, in welchem die sulfatierten 
Saccharidmimetika auf ihre Wirkung getestet wurden, war keine akute Toxizität der 
Substanzen zu beobachten. Um diese Beobachtung zu verifizieren, wurde der Einfluss der 
Mimetika auf das Zellwachstum im Sulforhodamin-B-Assay getestet. Hierbei wurden 13 000 
Zellen pro Well der WM-115-Zelllinie in einer 96 Well-Platte ausgesät und 24 h bei 34.5° C 
inkubiert. Danach wurde das zu untersuchende Saccharidmimetikum bzw. nur das Medium 
mit HEPES (Kontrolle) zugegeben. Die Anzahl lebender Zellen wurde nach verschiedenen 
Inkubationszeiten mit der zu untersuchenden Substanz über den SRB-Assay ermittelt, wobei 
die Extinktion der resultierenden Lösung bei 500 nm proportional zur Zellzahl ist. 
 
6.7.1 Auf Furan basierende Saccharidmimetika 
6.7.1.1 Vergleich GSF 72 – GFF 102 – GluSF 74 
 
Während die drei Saccharidmimetika in den Adhäsionsassays keine Toxizität zeigten, war 
jedoch im zweidimensionalen Migrationsassay im Konzentrationsbereich von 5 mM GSF 72 
und GluSF 74 nach 24 h ein Ablösen der Zellen zu beobachten (bei GFF 102 bereits nach 8 
h Inkubation). Anhand eines Sulforhodamin-B-Assay wurde das Wachstum der WM-115-
Zellen in Anwesenheit verschiedener GSF 72-, GFF 102- und GluSF 74-Konzentrationen 
getestet. 
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Diagramm 8: Wachstum von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher GSF(72)-Konzen-
trationen. 
Die reagenzfreie Kontrolle zeigte das Wachstum der Zellinie WM-115 über einen Zeitraum 
von 72 h. In einer Konzentration von 2.5 mM GSF 72 ist leichte Hemmung des Wachstums 
der Zellen erkennbar. Bei einer Erhöhung der Konzentration des Saccharidmimetikums 72 
auf 5 mM zeigte sich nach über 72 h ein eindeutig zytostatischer Effekt. 
 
Diagramm 9: Wachstum von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher GluSF(74)-
Konzentrationen. 
Diagramm 9 zeigt die Toxizitätskurven von GluSF 74.  Im Vergleich zu GSF 72 (Diagramm 8) 
ist kein eindeutiger Unterschied erkennbar. In einer Konzentration von 5 mM zeigte das 
sulfatierte Saccharidmimetikum GluSF 74 nach einer Inkubation von über 72 h einen 
deutlichen zytostatischen Effekt auf die verwendete humane Melanomzelllinie. Die 
Substitution der Saccharideinheit (GSF 72 – D-Galactose; GluSF 74 – D-Glucose) hat somit 
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Der Austausch der funktionellen Einheit am furanoiden Grundgerüst (Sulfat durch Fluor) 
zeigte im Migrationsassay eine Optimierung der biologischen Wirksamkeit der Mimetika 
(GFF 102 inhibierte die Zellmigration bereits bei einer Konzentration von 1 mM). Hierbei 
handelt es sich, wie in Diagramm 10 deutlich erkennbar, nicht um einen zytotoxischen Effekt 
von GFF 102. Im biologischen Wirkbereich (0.1 bis 2.5 mM) zeigte sich ein leichter 
Rückgang des Zellwachstums. 
 
Diagramm 10: Wachstum von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher GFF(102)-
Konzentrationen. 
 
Nach über 48 h wurde jedoch der zytotoxische  Effekt von GFF 102 im 
Konzentrationsbereich von 5 mM eindeutig sichtbar. Der Zellrasen erschien nicht mehr 
konfluent, viele Zellen lagen nur noch vereinzelt vor. Nach 72 h Inkubation hatte sich die 
Zellzahl auf ein Drittel der ausgesäten Zellen reduziert.  
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Wie das fluorierte Mimetikum GFF 102 wurde auch Xyl-F 104 in Bezug auf seine Toxizität 
gegenüber WM-115-Zellen untersucht. Hierbei wurde deutlich, dass 104 im Vergleich zu 102 
bereits ab einer Konzentration von 1 mM eine deutliche Zytotoxizität aufweist (siehe 
Diagramm 11). Bereits ab 24 h Inkubation mit dem Saccharidmimetikum 104 konnte ein 
eindeutiges Ablösen der Zellen aus dem Zellverband beobachtet werden. Der Austausch der 
D-Galactose durch das Monosaccharid D-Xylose führt somit zu einer deutlichen Erhöhung 
der Toxizität der Saccharidmimetika. 
 
6.7.1.2 Vergleich verschiedener funktioneller Gruppen 
 
Vergleich Sulfonsäure (113) mit Sulfat (82)  
Um einen direkten Vergleich der Toxizität zwischen Mimetika, die entweder ein Sulfat oder 
eine Sulfonsäure als funktionelle Gruppe am Core-Molekül tragen, ziehen zu können, wurde 
der Einfluss von Verbindung 82 und 113 auf das Wachstum der humanen Melanomzelllinien 
WM-115 untersucht. 
 
Diagramm 12: Wachstum von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher Sulfonsäure 
(113)-Konzentrationen. 
Wie in Diagramm 12 deutlich wird, zeigt 113 erst in einer Konzentration von 5 mM einen 
leichten zytostatischen Effekt. Betrachtet man im Vergleich dazu Diagramm 13, ist ein 
eindeutiger zytotoxischer Effekt bei dem Mimetikum 82 (Sulfat) in einer Konzentration von 5 
mM nach 72 h zu erkennen. Das Zellwachstum ist nach einer Inkubation von 72 h 
weitgehend zurückgegangen, was auch optisch deutlich erkennbar war. Die Zellen lösten 
sich ab und es war kein konfluenter Zellrasen mehr festzustellen. Verbindung 82 ist im 
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Vergleich Hydroxy (17) – Carbonyl (106) – Carbonsäure (108) 
Um den Einfluss der funktionellen Einheit am furanoiden Grundgerüst in Bezug auf die 
biologische Wirksamkeit der Saccharidmimetika untersuchen zu können, wurden die 
Mimetika 17, 106 und 108 synthetisiert. Alle drei Verbindungen zeigten u.a. im 
Migrationsassay keine Optimierung der Leitstruktur GSF 72, jedoch liefern folgende 
Ergebnisse (Diagramm 14-16) wertvolle Hinweise auf die Toxizität der Saccharidmimetika. 
 
Diagramm 14: Wachstum von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher Hydroxy (17)-
Konzentrationen. 
Das Mimetikum 17, das im Gegensatz zu GSF 72 eine Hydroxygruppe als funktionelle 
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Effekt auf die humane Melanomzelllinie WM-115. Selbst nach einer Inkubation von 72 h war 
der Zellrasen vollkommen konfluent (Diagramm 14).  
 
Diagramm 15: Wachstum von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher Carbonyl(106)-
Konzentrationen. 
Bei Verbindung 106 hingegen ist bei einer Konzentration von 5 mM (siehe Diagramm 15) 
eine leichte Stagnation des Zellwachstumsverhaltens von WM-115 festzustellen. Dieser 
Effekt ist ebenso bei dem Saccharidmimetikum 108 zu erkennen.  
 
Diagramm 16: Wachstum von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher Carbonsäure 
(108)-Konzentrationen. 
 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen eindeutig, dass der Austausch der funktionellen Einheit 
einen wesentlichen Einfluß auf die Toxizität der Saccharidmimetika hat. Mimetika, die 
entweder eine Sulfat- oder Fluorfunktionalität am furanoiden Grundgerüst tragen, haben im 
Vergleich zu solchen mit einer Sulfon- oder Carbonsäurefunktion zytotoxische 





























































 Ergebnisse  





Fluor bzw. Sulfat für eine Wirkoptimierung entscheidende strukturelle Komponenten 
darstellen. Bei weiteren Optimierungen der Leitstruktur GSF 72 (z.B. Umfunktionalisierung 
am Saccharid, siehe GSSF 121) sollte dies stets berücksichtigt werden. 
 
6.7.1.3 Untersuchung von GSSF 121 
 
In Diagramm 17 ist das Wachstum der humanen Melanomzelllinie WM-115 in Gegenwart 
unterschiedlicher GSSF 121-Konzentrationen zu sehen. Hier war nach 48 h in einer 
Konzentration von 2.5 mM des Saccharidmimetikums ein eindeutig toxischer Effekt 
erkennbar. Die Zellen lösten sich nach dieser Inkubationszeit ab und lagen im Vergleich zur 
reagenzfreien Kontrolle stark vereinzelt vor. Nach 72 h Inkubation mit 5 mM des Saccharid-
mimetikums war kein konfluenter Zellrasen mehr zu erkennen und die Zellzahl reduzierte 
sich nahezu auf ein Achtel. 
 
 
Diagramm 17: Wachstum von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher  GSSF (121)-
Konzentrationen. 
In den Konzentrationsbereichen von ≤ 2.5 mM ist jedoch kein zytotoxischer, sondern ein 
zytostatischer Effekt des Saccharidmimetikums GSSF 121 zu verzeichnen. 
 
6.7.2 Auf Cyclohexen basierende Saccharidmimetika 
 
Sowohl im zweidimensionalen Migrationsassay als auch im Adhäsionassay war keine 
Toxizität der auf Cyclohexen basierenden Saccharidmimetika 89 (Galactose als 
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wurde der Einfluss dieser Mimetika auf das Zellwachstum der humanen Melanomzelllinie 
WM-115 untersucht. 
In Diagramm 18 ist das Zellwachstum in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von 
89 zu sehen. Selbst nach 48 h war keine Toxizität erkennbar. Die Zellen erschienen auch 
optisch vollkommen vital und bildeten analog zu der reagenzfreien Kontrolle einen 




Diagramm 18: Wachstum von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher 
Konzentrationen des Cyclohexen-Gal-Mimetikums 89. 
 
Analog hierzu wurde auch der Einfluss von 91 auf das Zellwachstum getestet. Hier war 
ebenfalls keine Toxizität des Saccharidmimetikums in den untersuchten 
Konzentrationsbereichen zu beobachten.  
 
6.7.3 Auf Thiophen basierende Saccharidmimetika 
 
Um die biologische Wirksamkeit der Saccharidmimetika zu optimieren, wurden  auf Thiophen 
basierende, GSF-analoge Mimetika synthetisiert. Diese wurden auf ihre inhibierende 
Wirkung in Adhäsionsassays und Migrationsassays überprüft. Im Folgenden wird ein 
Vergleich der Toxizität der Leitstruktur GSF 72 zu GST 95 auf WM-115-Zellen gezeigt 
(Diagramm 19). 
Analog zu der reagenzfreien Kontrolle zeigte GST 95 in den Konzentrationen von 0.1 bis 5 
mM keinen zytotoxischen Effekt. 10 mM GST 95 bewirkte eine Einstellung des 
Zellwachstums. Im Vergleich zur Leitstruktur GSF 72, die in einer Konzentration von 10 mM 
nach 48 h zytotoxisch wirkte, war eine Zytoxizität von GST 95 auf die humane 
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Diagramm 19: Wachstum von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher  GST(95)-
Konzentrationen. 
 
Diagramm 20 zeigt das Wachstum der humanen Melanomzelllinie WM-115 in Gegenwart 
unterschiedlicher Dichloro-GST (97)-Konzentrationen. Selbst nach 72 stündiger Inkubation 
der Zellen mit 5 mM 97 war kein zytotoxischer Effekt zu verzeichnen. 
 
Diagramm 20: Wachstum von WM-115-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher  Dichloro-
GST(97)-Konzentrationen. 
 
Erwartungsgemäß sollte das Mimetikum 97 im Vergleich zu 95 eine gewisse Zytotoxizität 
aufweisen, da 97 im Vergleich zu 95 am Core-Molekül zusätzliche Chlorsubstituenten 
enthält. Erfahrungsgemäß liefern Halogensubstituenten (siehe am Beispiel GFF 102) einen 
gewissen Beitrag zur Toxizität. Dies war jedoch bei dem Saccharidmimetikum 97 nicht zu 
beobachten. Dichloro-GST 97 hatte keinerlei Einfluss auf das Wachstum und die Vitalität der 
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Die im Zuge der Optimierung der Leitstruktur GSF 72 entwickelten neuen 
Saccharidmimetika, die entweder 3,4-Bishydroxymethylfuran, 3,4-Bishydroxymethylthiophen, 
1,2- Benzoldimethanol oder trans-Cyclohexenmethanol als Core-Moleküle enthalten, wurden 
bezüglich einer möglichen Inhibition der Adhäsion humaner Melanom- und Endothelzellen an 
verschiedenen ECM-Proteinen untersucht. 
6.8.1 Vorversuche zum Adhäsionsassay 
 
Der in dieser Arbeit verwendete Adhäsionsassay stellt eine Modifizierung der in der Literatur 
beschriebenen Methode dar[157]. Für die Beschichtung mit Fibronectin wurde keine 
zellkulturspezifische 96-Well-Platte verwendet, sondern unbehandelte Multiwellplatten. Nach 
Beschichtung mit dem ECM-Protein Fibronectin (Roche Fibronectin pure, 11051407001, 
from human Plasma) wurde eine Stunde mit Adhäsionspuffer inkubiert, um unspezifische 
Bindungsstellen zu blocken. Weiterhin wurde als Waschpuffer PBS ohne Ca2+/Mg2+ 
verwendet, da einerseits erhöhte Konzentrationen an bivalente Kationen zu einer 
Inaktivierung[158] des Integrins v3 und andererseits aufgrund der chelatisierenden 
Eigenschaften der neuen Saccharidmimetika die Anwesenheit von Kationen möglicherweise 
zu einer Herabsetzung der Wirksamkeit dieser führen können.  
Als geeignete Zellzahl erwies sich 40 000 Zellen pro Well. Die Adhäsion der Proben ist 
relativ zur Adhäsion der reagenzfreien Kontroll-Zellen dargestellt. 
 
6.8.2 Auf Furan basierende Saccharidmimetika 
 
6.8.2.1 Vergleich GSF 72 – GFF 102 – GluSF 74 
 
Folgende Strukturen, welche 3,4-Bishydroxymethylfuran als Core-Molekül enthalten, wurden 
auf ihre Wirksamkeit bezüglich der Inhibition der Adhäsion von humanen Melanomzelllinien 
WM-115 an Fibronectin getestet. 
 
GSF(72) GFF(102) GluSF(74) 
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Hierbei wurde GSF 72 als Kontrollsubstanz in einer Konzentration von 5 mM verwendet. 
Verglichen mit den Ergebnissen von Gronewold zeigte das Saccharidmimetikum GSF 72 
eine Inhibition der Adhäsion der humanen Melanomzellinie WM-115 an Fibronectin um 29% 
(siehe Diagramm 21). Mit steigender Konzentration von GFF 102 oder GluSF 74 war keine 
Inhibition zu beobachten, sondern eine Stimulation.  Der Großteil der Zellen  adhärierte in 
Gegenwart von  0.1 mM GFF 102. Auch hier trat analog zum Migrationsassay ein eindeutiger 
stimulierender Effekt auf, der sich vor allem im niedrigen Konzentrationsbereichen zeigte. 
Aufgrund dieser Ergebnisse konnte auf keine eindeutige Tendenz der Wirksamkeit der 
Saccharidmimetika GFF 102 und GluSF 74 bezüglich der Zelllinie WM-115 geschlossen 
werden. Für alle weiteren Adhäsionsexperimente wurde deshalb die Zelllinie WM-266-4 
verwendet. 
 
Diagramm 21: Adhäsion der Zelllinie WM-115 an Fibronectin in Gegenwart unterschiedlicher 
GFF- und GluSF-Konzentrationen. 
Diagramm 22 zeigt das Ergebnis der Adhäsion von WM-266-4 an Fibronectin nach 
Inkubation mit dem geladenen Saccharidmimetikum GSF 72.  
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GSF 72 führte zu einer Hemmung der Adhäsion der humanen Melanomzellinien WM-226-4 
an Fibronectin in einer Konzentration von 5 mM um 26 %. Eine weitere 
Konzentrationserhöhung auf 10 mM zeigte eine Inhibition um 34 %.  
Es wurde ein Adhäsionsexperiment mit einem synthetisch hergestellten, peptidischen 
Integrin-Liganden durchgeführt. Dies diente zur Identifizierung der von GSF 72 adressierten 
Oberflächenrezeptoren. Das RGD-beinhaltende Hexapeptid GRGDSP hemmte bei einer 
Konzentration von 5 mM die Adhäsion der humanen Melanomzellen WM-266-4 an 
Fibronectin um 89%. Bei Inkubation der Zellen mit 5 µM GRGDSP erfolgte lediglich eine 
Inhibition von 10 %.  
 
Diagramm 23: Adhäsion der Zelllinie WM-266-4 an Fibronectin in Gegenwart unterschiedlicher 
GRGDSP-Konzentrationen. 
In dem Diagramm wird deutlich, dass durch eine Konzentrationserhöhung bis 1000 µM nur 
eine leichte Steigerung der Inhibition hervorgerufen wird. Dieses Ergebnis ist nicht konform 
mit denen von Gronewold. In Gegenwart von 1000 µM GRGDSP erzielte er eine nahezu 
vollständige Inhibition der Adhäsion der WM-115-Zellen an Fibronectin. Eine mögliche 
Erklärung für dieses Resultat liegt zum einen in der Tatsache, dass WM-115 im Gegensatz 
zu WM-266-4 kein v3  exprimiert. Weiterhin handelt es sich bei dem Hexapeptid GRGDSP 
nicht um einen spezifischen v3-Liganden. Das RGD-enthaltende Peptid bindet auch an 
andere Integrine wie z.B. 53. 
Diagramm 24 zeigt die Ergebnisse der Adhäsion der WM-266-4 Zellen an Fibronectin in 
Gegenwart unterschiedlicher GSF 72-, GluSF 74- und GFF 102 -Konzentrationen. Das 
fluorierte Saccharidmimetikum GFF 102 inhibierte in einer Konzentration von 0.1 mM die 
Adhäsion der humanen Melanomzellen an das ECM-Protein Fibronectin bereits um 34%. 
Eine weitere Konzentrationserhöhung von GFF 102 zeigte einen dosisabhängigen Effekt, der 
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GSF 72 ist das fluorierte Saccharidmimetikum GFF 102 weitaus potenter und somit als 
Optimierung anzusehen. 
Das Mimetikum GluSF 74, das sich im Vergleich zum GSF 72 nur in der Saccharideinheit 
unterscheidet, hemmte die Adhäsion der WM-266-4-Zellen an Fibronectin in einer 
Konzentration von 0.1 mM nur um 7 %. Dieser Inhibitionswert ist mit dem von GSF 72  
vergleichbar. Eine weitere Konzentrationserhöhung auf 5 mM führte zu einer Inhibition von 
79 %. Auch bei GluSF 74 ist ein dosisabhängiger Inhibitionseffekt auf die Adhäsion deutlich 
erkennbar. Somit stellen beide Modifikationen, GFF 102 und GluSF 74, eine deutliche 




Diagramm 24: Adhäsion der Zelllinie WM-266-4 an Fibronectin in Gegenwart unterschiedlicher 
GSF(72)-, GluSF(74)- und GFF(102)-Konzentrationen. 
 
6.8.2.2 Vergleich Sulfat 82 mit der Sulfonsäure 113 und ihrer Konformere 
 
Um die Wirkungsweise der Leitstruktur GSF 72 erklären zu können, wurden die am 
Furankern befindliche Sulfatgruppe durch andere funktionelle Gruppen substituiert. Ein 
direkter Strukturvergleich ist durch Substitution der negativ geladenen Sulfatgruppe durch 
eine Sulfonsäure gegeben. Um den inhibitorischen Effekt der Sulfatgruppe erklären zu 
können, wurden zwei strukturanaloge Verbindungen synthetisiert (Verbindung 82 und 113) 
und auf ihre Wirksamkeit bezüglich der Inhibition der Adhäsion von humanen 
Melanomzellinien an Fibronectin hin untersucht. Weiterhin wurde analog zum D-Fucose-
Sulfat 82 ein L-Fucose-Mimetikum 80 synthetisiert, um den Einfluss der Stereochemie 
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Diagramm 25 zeigt die Ergebnisse der Adhäsion von WM-266-4 an Fibronectin in Gegenwart 
der Saccharidmimetika D-Fucose-Sulfonsäure 113, D-Fucose-Sulfat 82 und L-Fucose-Sulfat 
80. Bei Inkubation der Zellen mit 0.1 mM D-Fucose-Sulfat 82 und D-Fucose-Sulfonsäure 113 
war ein stimulierender Effekt erkennbar. Beide Mimetika stimulierten die Adhäsion von WM-
266-4 an Fibronectin um 15-25 %. Eine Erhöhung der Konzentration auf 5 mM von D-
Fucose-Sulfat 82  führte zur Inhibition der Adhäsion um 49 %. Das Ergebnis zeigt deutlich, 
dass die D-Fucose-Sulfonsäure 113 im Vergleich zum D-Fucose-Sulfat 82 keine biologische 
Wirksamkeit besitzt. Eine Sulfonsäure als funktionelle Gruppe in 3-Position des Core-
Moleküls 3,4-Bishydroxymethylfuran 9 führte im Vergleich zum Sulfat zu keiner 
Verbesserung der biologischen Wirksamkeit. Dieses Resultat bestätigt die Befunde der 
Zellmigration (siehe Kapitel 6.5). 
 
Diagramm 25: Adhäsion der Zelllinie WM-266-4 an Fibronectin in Gegenwart unterschiedlicher 
L-Fucose-Sulfat (80)-, D-Fucose-Sulfat (82)- und D-Fucose-Sulfonsäure (113)-Konzentrationen. 
Verbindung 80 (L-Fucose-Sulfat) hingegen zeigte im niedrigen Konzentrationsbereich keine 
Stimulation. Bei einer weiteren Konzentrationserhöhung auf 5 mM des Mimetikums war zwar 

















































































































































D-Sulfonsäure (113) D-Sulfat (82) L-Sulfat (80) 
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hoch, so dass auf keine eindeutige biologische Wirksamkeit des Mimetikums geschlossen 
werden kann. Vergleicht man nun die D- und L-Konfiguration der beiden Mimetika 82 und 80, 
kommt man unter Berücksichtigung der Standardabweichung ebenso zu keinem eindeutigen 
Resultat.  
 
6.8.2.3 Vergleich verschiedener funktioneller Gruppen 
 
Zur Opimierung der Wirksamkeit von GSF 72 wurden neben Fluor und Sulfonsäure weitere 
funktionelle Gruppen wie z.B. die Hydroxy-, Carbonyl- und Carboxylgruppe an Position 3 des 
Core-Moleküls 3,4-Bishydroxymethylfuran 9 eingeführt. Als Saccharideinheit wurde 
Galactose gewählt, um einen direkten Vergleich zur Leitstruktur GSF 72 ziehen zu können. 
Von drei dieser Saccharidmimetika  wurde die biologische Wirksamkeit untersucht: 
 
 
Wie aus Diagramm 26 ersichtlich ist, zeigten alle drei Verbindungen im Konzentrations-






















































































































-Hydroxy (17) -Carbonyl (106) -Carboxyl (108) 
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Bei einer Konzentration von 5 mM ist durch Verbindung 108 (–COOH) eine leichte Inhibition 
der Adhäsion von WM-266-4 an Fibronectin um 7 % zu erkennen. Zwar zeigen alle drei 
Mimetika keine biologische Wirksamkeit, jedoch liefern die Ergebnisse einen wichtigen 
Hinweis auf den Wirkmechanimus der Saccharidmimetika.  Potente Mimetika sollten in 3-
Position des Core-Moleküls 3,4-Bishydroxymethylfurans 9 entweder Fluor oder Sulfat als 
funktionelle Gruppe tragen. 
Zur Einschätzung des Einflusses der funktionellen Gruppe am Core-Molekül wurde die 
biologische Wirksamkeit der Sulfat-und Fluorgruppe untersucht. Hierbei wurden zwei 
Verbindungen, die beide 3,4-Bishydroxymethylfuran 9 als Core-Molekül und D-Xylose als 









In Diagramm 27 sind die Ergebnisse der Adhäsion der humanen Melanomzelllinien WM-266-
4 an Fibronectin unter dem Einfluss der beiden Mimetika 104 und 76 zu sehen. Als Kontrolle 
für die höchste Konzentration dienten das Saccharidmimetikum GSF 72 und das RGD-
Peptid GRGDSP.  
 
Diagramm 27: Adhäsion der Zelllinie WM-266-4 an Fibronectin in Gegenwart unterschiedlicher 





























































































-F (104) -OSO3H (76) 
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Rein strukturell unterscheiden sich die beiden funktionellen Gruppen enorm. Die 
Sulfatgruppe ist im Vergleich zur Fluorgruppe weitaus voluminöser. Ein weiterer Unterschied 
liegt auch in der Polarität beider funktioneller Gruppen. Verbindung 104 zeichnet sich durch 
seinen unpolaren Charakter aus. 
In einer Konzentration von 0.1 mM war für beide Saccharidmimetika keine Hemmung der 
Adhäsion festzustellen. Eine stufenweise Konzentrationserhöhung auf 5 mM verdeutlicht, 
dass das fluorierte Mimetikum 104 bessere inhibitorische Eigenschaften aufweist als das 
sulfatierte Mimetikum 76. Verbindung 104 inhibierte in einer Konzentration von 5 mM die 
Adhäsion von WM-266-4 an Fibronectin um 51 %, wobei Verbindung 76 lediglich eine 
Inhibition von 15 % bewirkte. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem Vergleich von GFF 
104 mit GSF 72 und zeigt, dass fluorierte Saccharidmimetika weitaus bessere Inhibitoren der 
Adhäsion als ihre sulfatierten Analoga darstellen. 
 
6.8.2.4 Vergleich unterschiedlicher Core-Moleküle 
 
Im Zuge der Optimierung der Leitstruktur GSF 72 wurde auch der Einfluss des Core-
Moleküls auf die Wirksamkeit der Saccharidmimetika untersucht. Hierbei wurde 3,4-
Bishydroxymethylfuran 9 durch andere Kerne, wie 3,4-Bishydroxymethylthiophen, trans-
Cyclohexendimethanol und 1,2-Benzoldimethanol substituiert. Im Folgenden werden die 
Ergebnisse für drei unterschiedliche Mimetika dargestellt. Sie enthalten als funktionelle 








In Diagramm 28 sind die Ergebnisse der Adhäsion von WM-266-4 an Fibronectin in 
Gegenwart der drei unterschiedlichen Saccharidmimetika dargestellt. Die 
Cyclohexenverbindung 91 bewirkte in allen Konzentrationsbereichen keine Inhibition der 
Adhäsion. Sogar bei einer Konzentrationserhöhung auf 5 mM ist kein inhibitorischer, sondern 
ein stimulierender Effekt zu verzeichnen.   
trans-Cyclohexen (91) Benzol (93) Furan (74) 
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Diagramm 28: Adhäsion der Zelllinie WM-266-4 an Fibronectin in Gegenwart unterschiedlicher 
Cyclohexen (91)-, Benzol (93)- und Furan (74)-Konzentrationen. 
Das Mimetikum 93, das Benzol als Core-Molekül enthält, zeigte erst in einer Konzentration 
von 5 mM leichte inhibitorische Eigenschaften. Auch diese Modifikation stellt keine 
Optimierung dar. 
Ein Vergleich der Ergebnisse der beiden Mimetika 91 und 93 mit denen von GluSF 74 macht 
deutlich, dass GluSF 74 inhibitorische Eigenschaften in Bezug auf die Adhäsion der 
humanen Melanomzelllinien WM-266-4 an das ECM-Protein Fibronectin besitzt. Für die 
Wirksamkeit der Mimetika spielt somit das Core-Molekül eine entscheidende Rolle. Dies 
begründet sich einerseits in der Stereochemie der drei Verbindungen. Das Benzolderivat 93 
zeichnet sich durch seine planare Struktur aus, die sich auf die Saccharideinheit und  die 
Sulfatgruppe auswirkt. Dadurch ist wohl eine optimale Anpassung an die Bindungstasche 
des Integrins v3 nicht möglich. Die trans-Cyclohexenverbindung 91 hingegen sollte laut 
den Ergebnissen des Blind Dockings am Integrin v3  einen ähnlichen inhibitorischen Effekt 
wie die Leitstruktur GSF 72 zeigen. Jedoch ist dieser Effekt im Experiment nicht zu 
erkennen. Neben der Stereochemie der drei Verbindungen spielen deren elektronische 
Eigenschaften eine große Rolle in Bezug auf ihre Wirksamkeit. Der Furan-Kern ist somit eine 
entscheidende Komponente, die bei der Optimierung der Strukturen beibehalten werden 
sollte (Vergleich Ergebnisse Thiophenhaltige Saccharidmimetika Kapitel 6.7.2). 
 
6.8.2.5 Vergleich unterschiedlicher Saccharideinheiten 
 
Eine weitere Optimierungsmöglichkeit von GSF 72 ist durch die Substitution der 
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negativ geladenen Sulfatgruppe als funktionelle Einheit gegeben. Es wurden drei Mimetika 




Die Ergebnisse sind in Diagramm 29 zu sehen. Es wird deutlich, dass keine der drei neuen 
Saccharidmimetika eine Optimierung von GSF 72 darstellen. Eine deutliche Hemmung der 
Adhäsion von WM-266-4 an Fibronectin war nur bei dem Mannosederivat 86 zu verzeichnen, 
jedoch erst in einer Konzentration von 5 mM (Hemmung der Adhäsion um 64 %). 
 
Diagramm 29: Adhäsion der Zelllinie WM-266-4 an Fibronectin in Gegenwart der Substanzen  
86 (Mannose), 78 (2-Desoxyglucose) und 76 (Xylose).  
Im niedrigen Konzentrationsbereich zeigte sich ein stimulierender Effekt, der beim 
Mannosederivat 86 am stärksten ausgeprägt war. 
Der Vergleich aller neuen Saccharidmimetika, die sich lediglich in ihrer Saccharideinheit 
unterscheiden zeigt, dass für eine Optimierung der Leitstruktur GSF 72 die 
Saccharideinheiten D-Galactose und D-Glucose beibehalten werden sollten. Eine weitere 
Optimierung ergiebt sich durch Anwendung einer gezielten Schutzgruppenstrategie, die eine 

































































































































































Mannose (86) 2-Desoxyglucose (78) Xylose (76) 
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Tabelle 9 vergleicht die adhäsionshemmende Wirkung aller Derivate von 3-Sulfato-3,4-



































































































78     
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GluSF (74)     
Tabelle 9: Ergebnisse der Inhibition der Adhäsion von WM-266-4 an Fibronectin in Gegenwart 
unterschiedlicher sulfatierter Saccharidmimetika. Erläuterung: +% für Stimulation,  - kein 
Effekt, % Inhibition. 
Ein weiterer Hinweis, dass das Saccharid D-Galactose eine notwendige strukturelle 
Komponente für ein  die Zelladhäsion inhibierendes Saccharidmimetikum darstellt, lieferte 









Das Ergebnis ist in Diagramm 30 zu sehen. Auch hier wird deutlich, dass das Mimetikum 
GFF 102, das D-Galactose enthält, eine bessere biologische Wirksamkeit zeigte als das 
Xyl-F (104) GFF (102) 
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analoge fluorierte Saccharidmimetika Xyl-F 104. Schon in einer Konzentration von 0.1 mM 
hemmte GFF 102 die Zelladhäsion um 34 %, wobei sein Strukturanalogon Xyl-F 104 keine 
Inhibition der Adhäsion bewirkte. Dieses Resultat zeigt, dass D-Galactose im Vergleich zur 
Pentose D-Xylose für die Wirkstrukturoptimierung eine wichtige Komponente darstellt.  
 
Diagramm 30: Adhäsion der Zelllinie WM-266-4 an Fibronectin in Gegenwart steigender Xyl-
F(104)- und GFF(102)-Konzentrationen. 
 
 
6.8.2.6 Das zweifach sulfatierte Saccharidmimetikum GSSF 121 
 
Adhäsion von WM-266-4 an Fibronectin 
 
Im Zuge der Optimierung der Leitstruktur GSF 72 wurde nach zahlreichen Modifkationen 
eine gezielte Umfunktionalisierung an der Saccharideinheit D-Galactose in Position 6 
vorgenommen. Nach Anwendung einer gezielten Schutzgruppenstrategie (siehe Kapitel 
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Diagramm 31 stellt die Ergebnisse der Adhäsion von WM-266-4 an das ECM-Protein 








Diagramm 31: Adhäsion der Zelllinie WM-266-4 an Fibronectin in Gegenwart unterschiedlicher 
GSSF-Konzentrationen. 
GSSF 121 inhibierte die Adhäsion in einer Konzentration von 0.1 mM lediglich um 6 %. Eine 
weitere Konzentrationserhöhung auf 5 mM führte zu einer maximalen Inhibition von 30 %. 
Entgegen den Ergebnissen der Migration, in denen sich GSSF 121 als einen potenten 
Inhibitor der Zellmigration darstellte, führte diese Modifikation jedoch bezüglich der Inhibition 
der Adhäsion zu keiner Optimierung der Leitstruktur GSF 72. 
Wie bereits in Kapitel 6.5 erwähnt, wurde der Komplexbildner DMPS im Migrationsassay auf 
seine Wirksamkeit hin getestet. Um einen Hinweis auf den Wirkmechanimus von Chelatoren 
wie GSSF 121 und DMPS zu finden, wurde auch DMPS im Adhäsionassay von WM-266-4 
an Fibronectin getestet. Als Kontrolle diente das Hexapeptid GRGDSP in einer Konzentration 










Diagramm 32: Adhäsion der Zelllinie WM-266-4 an Fibronectin in Anwesenheit 
unterschiedlicher DMPS-Konzentrationen.  
DMPS verursachte keine Hemmung der Adhäsion vom WM-266-4 an das ECM-Protein 
Fibronectin. Selbst in einer Konzentration von 5 mM ist kein inhibitorischer Effekt zu 
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erkennen. Im niedrigen Konzentrationsbereich trat auch hier wieder eine leichte Stimulation 
der Adhäsion auf. 
Die Wirkweise von Chelatoren wie DMPS und GSSF 121 werden in Kapitel 7 diskutiert. 
 
 
Adhäsion von HBMEC-60 an  Laminin 
 
Das zweifach sulfatierte Saccharidmimetikum GSSF 121 wurde auf seinen Einfluss auf die 
Adhäsion von humanen HBMEC-60 Zellen, eine vom mikrovaskulärem 
Knochenmarksendothel abgeleitete Endothelzelllinie, an Laminin getestet. Als 
Kontrollsubstanz diente die Leitstruktur GSF 72. 
Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit etablierten Adhäsionsassay mit den humanen 
Melanomzellen WM-115 und WM-266-4, erfolgte hier eine Stimulation der HBMEC-60-Zellen 
mit TNF 19 h vor dem eigentlichen Versuchsbeginn. Weiterhin erfolgte die Vorinkubation 
der Endothelzellen mit dem jeweiligen Mimetikum 30 Minuten auf Eis.  
 
Diagramm 33: Adhäsion der Zelllinie HBMEC-60 an Laminin in Anwesenheit unterschiedlicher 
GSSF(121)-Konzentrationen. 
Die Adhäsion der Zelllinie HBMEC-60 verringerte sich in Gegenwart von 0.1 mM GSSF 121 
bereits um 10 % im Vergleich zur reagenzfreien Kontrolle. Wie im Diagramm 27 deutlich 
wird, führte eine stufenweise Erhöhung der Konzentration des Saccharidmimetikums zu 
einer Abnahme der Adhäsion an Laminin. Eine Inkubation der Endothelzellen mit 5 mM 
GSSF 121 führte zu einer Inhibition der Adhäsion von 39 %. Die Positivkontrolle (10 mM 
GSF 72) führte lediglich zu einer Hemmung der Adhäsion der HBMEC-60-Zellen an Laminin 
um 30 %. GSSF 121 führte im Vergleich zur Leitstruktur GSF 72 zu einer besseren Inhibition 
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Adhäsion von HBMEC-60 an Collagen 1 
 
Um den Einfluss des zweifach-sulfatierten Saccharidmimetikums GSSF 121 auf die 
Adhäsion der humanen Endothelzellen an ECM-Proteine ausreichend untersuchen zu 
können, wurde neben Laminin das ECM-Protein Collagen 1 verwendet. Diagramm 34 stellt 
die Ergebnisse dieses Adhäsionsexperimentes dar. 
 
Diagramm 34: Adhäsion der Zelllinie HBMEC-60 an Collagen 1 in Anwesenheit 
unterschiedlicher GSSF(121)-Konzentrationen. 
GSSF 121 zeigte in einer Konzentration von 0.1 mM eine Verringerung der Adhäsion der 
humanen Endothelzellen an Collagen 1 von 7 %. Eine weitere Konzentrationserhöhung des 
Mimetikums auf 10 mM führte zu einer maximalen Inhibtion von 24 %. GSSF 121 hemmte 
somit gleichermaßen die Adhäsion von HBMEC-60-Zellen sowohl an das ECM-Protein 
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6.8.2 Auf Thiophen basierende Saccharidmimetika 
 
6.8.2.1 Adhäsion von HBMEC-60 an Laminin 
 
 
Das GSF-analoge Saccharidmimetikum GST 95 wurde auf seinen Einfluss auf die Adhäsion 
von HBMEC-60-Zellen an Laminin getestet. Als Kontrollsubstanz diente hier ebenfalls die 
Leitstruktur GSF 72. 
Auch hier verringerte sich die Adhäsion der Zelllinie 
HBMEC-60 in Gegenwart von 0.1 mM GST 95 bereits 
um 10 % im Vergleich zur reagenzfreien Kontrolle, 
jedoch führte eine Erhöhung der Konzentration des 
thiophenhaltigen Saccharidmimetikums anfangs zwar zu 
einer stärkeren Inhibition (17 % Inhibition bei 1 mM), die 
bei einer weiteren Erhöhung der Konzentration auf 10 
mM GST 95 abnahm. Dieser kontroverse Effekt wird in 
Kapitel 7 diskutiert. Verglichen mit der Positivkontrolle 







Diagramm 35: Adhäsion der Zelllinie HBMEC-60 an Laminin in Anwesenheit unterschiedlicher 
GST(95)-Konzentrationen. 
 
6.8.2.2 Adhäsion von HBMEC-60  an Collagen 1 
 
Der inhibitorische Effekt von GST 95 bezüglich der Zelladhäsion von HBMEC-60 wurde 
neben dem ECM-Protein Laminin an Collagen 1 untersucht. In Diagramm 36 sind die 
Ergebnisse des Adhäsionsexperimentes zu sehen. 
      GST 95 
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Diagramm 36: Adhäsion der Zelllinie HBMEC-60 an Collagen 1 in Anwesenheit 
unterschiedlicher GST (95)-Konzentrationen. 
Hier wird deutlich, dass das Saccharidmimetikum GST 95 keinen inhibitorischen Effekt auf 
die Adhäsion der Endothelzellen auf Collagen 1 bewirkt. Das thiophenhaltige Mimetikum 
GST  95 zeigte erst in einer Konzentration von 10 mM eine nicht signifikante Inhibition von 7 
%.  
6.8.2.3 Adhäsion von WM-266-4 an Fibronectin 
 
GST 95 und  die Modifikation Dichloro-GST 97 wurden auf ihr Potential hin untersucht, die 









Verbindung 97 zeigte keine Inhibition der Adhäsion von WM-266-4 an Fibronectin, sondern 
führte zu einer leichten Stimulation (siehe Diagramm 37). Die GSF-analoge Verbindung GST 
95 hingegen bewirkte ab einer Konzentration von 1 mM eine Inhibition von 12 %. Eine 
weitere Konzentrationserhöhung auf 5 mM führte zu keiner signifikanten Verbesserung der 
Inhibition. Beide Mimetika, sowohl GST 95 als auch Dichloro-GST 97, stellen somit keine 



























GST (95) Dichloro-GST (97) 
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zur optimalen Wirkstruktur für einen potenten v3-Antagonisten. Rein strukturell gesehen 
unterscheiden sich GST 95 und GSF 72 lediglich im Core-Molekül. Der Furansauerstoff im 
GSF 72 scheint aufgrund seiner elektronischen Eigenschaften im Gegensatz zum Schwefel 
im Thiophengrundgerüst in Interaktion mit dem Proteingerüst des Integrins v3 zu treten und 
somit einen antiadhäsiven Effekt zu verursachen.  
 
 
Diagramm 37: Adhäsion der Zelllinie WM-266-4 an Fibronectin in Anwesenheit 





Wie Claas Gronewold bereits zeigte[145], inhibiert GSF 72 in einer Konzentration von 5 mM 
die Aktivität vom MMP-2. Um dieses Ergebnis zu bestätigen, wurde in Zusammenarbeit mit 
A. Chatterjee[159] ein modifizierter Assay zur Bestimmung der Inhibition der MMP-Expression 
der humanen Melanomzelllinien WM-115 durchgeführt. Im Unterschied zu den Experimenten 
von Gronewold wurde hier die MMP-Expression von WM-115-Zellen durch Fibronectin (FN) 







































































































































         1                    2                  3           4 
kDa 
Abbildung 73: Ein-
fluss von 5 mM GSF 
72 auf die MMP-
Aktivität des SCFM 
aus WM-115-Zellen. 1:  
+ FN,  +GSF; 2: + FN, 
–GSF; 3: – FN, + GSF; 
4: - FN, -GSF. FN = 
Fibronectin 
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Nach 24 h Verdau der Gelatine im Gel erschien eine aktive MMP-Bande bei 71 kDa, die 
ebenfalls im serumfreien Medium der Zellen auftrat, die nicht mit Fibronectin inkubiert 
wurden. Im Bereich zwischen 97 und 117 kDa trat eine markante Bande auf, die MMP-9 
zuzuordnen ist. MMP-9 wurde weiterhin zu einer Bande mit einem Molekulargewicht von 85 
kDa aktiviert. Bei einer Konzentration von 5 mM GSF 72 wurden die MMP-2 Proform (71 
kDa)  und die aktivierte MMP-2 Bande mit 59 kDa sichtbar. Wie aus dem Zymogramm 
deutlich wird, ist die Inhibition der Fibronectin induzierten MMP-Expression durch das 
Saccharidmimetikum GSF  72 nur sehr schwach, jedoch scheint die Aktivierung von pro-
MMP-2 zur aktiven Form gehemmt zu sein. 
Im Vergleich dazu wurde GluSF 74 auf seine Inhibition der MMP-2 Expression untersucht. 















Es erschien eine aktive MMP-9 Bande bei 78.2 kDa und zwei Banden von aktiviertem MMP-
2 bei 49.7 und 47.3 kDa. Wie an dem Zymogramm deutlich wird, inhibierte GluSF 74 bei 
einer Konzentration von 5 mM weder die MMP-Expression noch deren Aktivierung. 
Aufgrund der Tatsache, dass die Auswertung der Zymogramme rein qualitativ erfolgt und 
keine Quantifizierung möglich ist, wurde auf weitere Experimente verzichtet. Zwar kann 
durch das Auftreten von weiteren Banden (z.B. Proformen oder der Verlust von aktiven 
Formen) auf einen Einfluss der Mimetika auf die MMP-Expression geschlossen werden. In 
diesem Assay können aufgrund der Anreicherungsmethode nur gleiche Volumina unter nicht 
unbedingt gleichen Proteinmengen aufgetragen werden, daher sind nur qualitativ und nicht 
















 1             2                    3                    4 
Abbildung 74: MMP-Aktivität des 
SCFM aus WM-115-Zellen in 
Anwesenheit von 5 mM GluSF. 1: 
-FN, - GluSF; 2: -FN, + GluSF; 3: 
+FN, - GluSF; 4: +FN, +GluSF. FN 
= Fibronectin 
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6.10 Einfluss von Kohlenhydratstrukturanaloga auf die Angio-
genese 
 
6.10.1 Testung der Kohlenhydrat-Strukturanaloga in Angiogenese-
assays 
 
Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen wurde der Einfluss verschiedener Kohlenhydrat- 
Strukturanaloga auf den Angiogeneseprozess untersucht.  Als zentrale Zielzelle wurde dazu 
vornehmlich eine vom mikrosvaskulären Knochenmarksendothel abgeleitete Endothelzell-
Linie (HBMEC-60) verwendet. In verschiedenen in vitro Assays wurde dabei  der Einfluss der 
Analoga auf (1) die Adhäsion der Endothelzellen (EC) an verschiedene Komponenten der 
extrazellulären Matrix (ECM), (2) die Migration durch ECM sowie (3) die Schlauchbildung der 
Endothelzellen („Matrigel-Assay“, „Tubing-Assay“) untersucht. Adhäsion und Migration von 
Endothelzellen im Stroma sind grundsätzliche Voraussetzungen für erfolgreiche 
Angiogenese, die zweidimensionale Verknüpfung zu linearen Zellketten und die daran 
anschließende Schlauchbildung sind bereits komplexe Vorgänge, die die frühen Phasen der 
Angiogenese repräsentieren. Da proinflammatorische Faktoren einen stimulierenden Einfluss 
auf die Angiogenese haben, wurden die Versuche zum Teil unter dem Einfluss von TNF 
(Tumor Nekrose Faktor) durchgeführt. Dieses inflammatorische Cytokin simuliert gleichzeitig 
eine mögliche Situation während der Tumor-induzierten Angiogenese. Exemplarisch sind 
hier Versuche mit dem Analogon GSF 72 gezeigt. 
 
Adhäsionsassay  
In Kapitel 6.7 (Adhäsion) wurde ein Teil der Adhäsionsexperimente an HBMEC-60-Zellen 
gezeigt. Am Beispiel von GSF 72 wurden der inhibitorische Einfluss des sulfatierten 
Saccharidmimetikums 72 auf die Adhäsion der Endothelzellen an verschiedene ECM-
Komponenten untersucht. Im Vergleich zu dem in dieser Arbeit etablierten Adhäsionsassay 
mit den humanen Melanomzellen WM-115 und WM-266-4, erfolgte hier teilweise eine 
Stimulation der HBMEC-60 Zellen mit TNF 19 h vor dem eigentlichen Versuchsbeginn. 
Weiterhin wurden die Endothelzellen mit dem jeweiligen Mimetikum 30 Minuten auf Eis 
vorinkubiert. Nach 30 Minuten Adhäsion der HBMEC-60 Zellen wurde die Extinktion bei 620 
nm gemessen. 
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Die Adhäsion der HMBEC-60 Zellen an die ECM Komponenten Laminin wird 
konzentrationsabhängig (1 bis 10mM GSF 72) durch GSF 72 gehemmt, wenn kein TNF 
anwesend ist (siehe Diagramm 38).  
Diagramm 38: Adhäsion der Zelllinie HBMEC-60 an Laminin in Anwesenheit unterschiedlicher 
GSF-Konzentrationen ohne TNFα. 
 
Diagramm 39 stellt die Ergebnisse des Adhäsionsexperimentes der Zelllinie HBMEC-60 an 
das ECM-Protein Laminin dar. Hier erfolgte eine Vorinkubation mit TNFα.  GSF 72 hemmte 
die Adhäsion konzentrationsabhängig. 
 
Diagramm 39: Adhäsion der Zelllinie HBMEC-60 an Laminin in Anwesenheit unterschiedlicher 
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Der gleiche Effekt wurde auch ohne eine Vorbehandlung der HBMEC-60-Zellen mit TNF α 
an Collagen 1 beobachtet. In höheren Konzentrationen von GSF 72 ist eine Hemmung der 
Adhäsion erkennbar, wogegen im niedrigeren Konzentrationsbereich des sulfatierten 














Diagramm 40: Adhäsion der Zelllinie HBMEC-60 an Collagen 1 in Anwesenheit 
unterschiedlicher GSF-Konzentrationen ohne TNFα. 
Diagramm 41 zeigt die Adhäsion der humanen Endothelzelllinie HBMEC-60 an Collagen 1 
unter dem Einfluss von TNFα. Hier trat  ein stimulierender Effekt auf, der auch in vorherigen 

















Diagramm 41: Adhäsion der Zelllinie HBMEC-60 an Collagen 1 in Anwesenheit 
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Diagramm 42: Adhäsion der Zelllinie HBMEC-60 an Fibronectin in Anwesenheit 
unterschiedlicher GSF-Konzentrationen ohne TNFα. 
Die Ergebnisse der Adhäsion an Fibronectin (Diagramm 43) zeigten das gleiche Phänomen. 
Anhand dieser Ergebnisse kann nicht auf einen eindeutigen inhibitorischen Effekt von GSF 
auf die Adhäsion der HBMEC-60-Zellen an alle ECM-Komponenten geschlossen werden 














Diagramm 43: Adhäsion der Zelllinie HBMEC-60 an Fibronectin in Anwesenheit 
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Die jeweiligen Inhibitionswerte von GSF 72 in hohen Konzentrationen an das ECM-Protein 
Laminin (5-10 mM) sind vergleichbar mit jenen der Adhäsionsexperimente mit der humanen 
Melanomzelllinie WM-266-4 an die ECM-Komponente Fibronectin.  Bei einer Vorbehandlung 
der Endothellzellen mit TNFα trat vor allen bei niedrigen GSF 72 - Konzentrationen eine 
Stimulation der Adhäsion auf. 
 
Migrationsassay 
Die Wanderung der HBMEC-60 Zellen auf und durch Poren in Polycarbonat-Transwells und 
folgender Adhäsion auf der mit ECM beschichteten  Unterseite der Transwell-Platten wurde 
durch GSF 72 behindert (Diagramm 44). Als Kontrollsubstanz wurde 3,4-
Bishydroxymethylfuran 9 eingesetzt, welches im Vergleich zu unbehandelten Zellen keinen 
Einfluss auf die Migration hatte. Der deutlichste inhibitorische  Effekt auf die Migration wurde 
in einer Konzentration von 10 mM GSF 72 (ca. 50 % Hemmung) gesehen. Geringere 
Konzentrationen hatten teilweise einen marginalen Einfluss von GSF 72 auf die Migration (an 
Collagen), jedoch verdeutlichen die Ergebnisse des Assays an den beiden ECM-
Komponenten Laminin und Fibronectin einen eindeutigen konzentrationsabhängigen Verlauf.  
 
 
Diagramm 44: Migration der HBMEC-60 Endothelzellen durch Membranporen  und Adhäsion an 




Für diesen Assay wurde ein kommerzieller Kit verwendet, der aus HUVEC (Human Umbilical 
Cord Vein Endothelial Cells) und Fibroblasten besteht. In diesem Assay mit einer 
Inkubationszeit von neun Tagen kann man das Aussprossen und schließlich die Bildung der 
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Endothelzellen konzentrationsabhängig durch GSF blockiert, so dass schon in einer 
Konzentration von 2.5 mM GSF 72 eine deutliche Hemmung der Schlauchbildung zu sehen 
war, bei 5 mM GSF 72 war die Schlauchbildung völlig inhibiert. Bereits eine Zugabe von 1 














Abbildung 76 zeigt den Vergleich der Angiogenese-Inhibition von GSF 72 und 3,4-Bis-β-D-
galactopyranosyloxymethylfuran (3,4-BGF). Durch GSF 72 in Konzentrationen ab 2.5 mM 
wurde die in vitro-Angiogenese (interendotheliale Netzwerkbildung) am multizellulären 
Modell (humane Endothelzellen/Fibroblasten) signifikant gehemmt. Die Inkubation mit 3,4-
BGF zeigte keine Hemmung, was wiederum die spezifische Wirkungsweise definierter 
vaskuloinhibitorischer Glycananaloga (VIGA) unterstreicht.  
 
Abbildung 76: In vitro Angiogenese 
Inhibition durch 2.5 mM GSF (72) 
(rechts) im Vergleich zu 5 mM 3,4-
BGF (links) im multizellulären Modell 





Verglichen mit dem „Tubing-Assay“ ist der „Matrigel-Assay“ ein Kurzzeit-Assay. In diesem 
Versuchsansatz wird die Aneinanderreihung und Verknüpfung der Zellen mittels 
Zellfortsätzen ohne Zugabe von Fibroblasten nach einer Inkubationszeit von ca. 17 Stunden 
(über Nacht) gemessen. Als ECM wurde ein kommerzielles ECM Produkt verwendet 
(Matrigel®). In diesem Assay wurden wieder HBMEC-60-Zellen eingesetzt. Gegenüber dem 
„Tubing-Assay“ kann man in dem kurzzeitigen „Matrigel-Assay“ unterschiedliche Vorstufen 
Abbildung 75: Einfluss GSF 72 in 
verschiedenen Konzentrationen auf 
HUVECs und Fibroblasten („Tubing-
Assay“). 
 
unbehandelt + 0.4 mM GSF + 1 mM GSF
+ 2.5 mM GSF + 5 mM GSF
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der Endothelzell-Vernetzung erkennen: Die zweidimensionale lineare Aneinanderreihung der 
Endothelzellen, die Verbreiterung der Endothelzellen-Schnüre und schließlich die 
unterschiedlichen Stufen der feinen Vernetzung. Dabei bilden die Endothelzellen zunächst 
Knotenpunkte, von denen sich die linearen Endothelzell-Ketten bilden, sich verbreitern und 
aus denen schließlich dünne Fortsätze auswachsen.  In diesem Assay wurden wiederum 
vornehmlich TNF-vorbehandelte Zellen verwendet, um den Einfluss der Analoga deutlich zu 
demonstrieren. Bereits bei einer GSF Konzentration von 1 mM war eine Abnahme der 
Knotenpunkte und eine stark unterbrochene Linearisierung der Endothelzell-Schnüre zu 
sehen. Die Ketten waren bereits lückenhaft und zu einer richtigen Schlauchbildung kam es 
nicht mehr. Bei einer Konzentration von 2.5 mM GSF 72 war bereits der gesamte Prozess 

























GSF 72 hat auf den Prozess der Angiogenese bereits in einem frühen Stadium, d.h. bei der 
Adhäsion der vaskulären Endothelzellen an die ECM, einen konzentrationsabhängigen  
inhibierenden Einfluss. Es hat jedoch keinen negativen Einfluss auf die Vitalität und 
Proliferationsfähigkeit der Endothelzellen, wie in entsprechenden Proliferationsassays 
überprüft wurde. Durch den negativen Einfluss auf Adhäsionsvorgänge sind dann ebenfalls 
spätere Phasen der Angiogenese, d.h. lineare EC-Kettenbildung und Schlauchbildung, 
inhibiert, so dass davon auszugehen ist, dass auch die endgültige Gefäßbildung durch GSF 
72  verhindert wird. 
unbehandelt TNF behandelt TNF behandelt
+ 1mM GSF
TNF behandelt
+ 2.5 mM GSF
TNF behandelt
+ 5 mM GSF
TNF behandelt
+ 10 mM GSF
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6.11 Ergebnisse der Optimierung der Leitstruktur GSF anhand des 
Blind Dockings am Integrin v3 
 
Aufgrund der Ergebnisse des Blind Dockings wurde eine GSF-Analoge Verbindung 74 
synthetisiert: diese trägt als Saccharidbaustein nicht Galactose, sondern Glucose: 
 
 Schema 65: GSF-Analoge Verbindung GluSF (74).  
 
Die zellbiologischen Untersuchungen zeigten, dass GluSF 
74 zwar im gleichem Maße wie GSF 72 die Zellmigration 
inhibiert, jedoch konnte keine Inhibition der Expression 
und Aktivierung von MMP´s beobachtet werden. Die Ergebnisse der Adhäsionsexperimente 
ergaben, dass GluSF 74 in einer Konzentration von 5 mM die Adhäsion von WM-266-4 
Zellen an Fibronectin um 79 % inhibiert, wobei GSF 72 lediglich eine Inhibition von 26 % 
zeigt. Somit kann GluSF 74 als Optimierung der Leitstruktur GSF angesehen werden. 


















Schema 66: GSF-analoge Cyclohexenverbindungen 89 und 91. 
Beide Verbindungen zeigten keine Inhibition der Zellmigration bei einer Konzentration von 5 
mM. 
Durch die Substitution der Sulfatgruppe von GSF 72 durch Fluor konnte eine neue Ver-
bindung 102 gewonnen werden, die eine Inhibition der Zellmigration bei 1-2,5 mM zeigte: 
Schema 67: das fluorierte Saccharidmimetikum GFF (102). 
Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse der 
Inhibition der Zellmigration wurde die Struktur über Blind 
Docking weiter untersucht. In Abbildung 78 sind die 
energetisch günstigsten Konformationen, die GFF 102 in 
der Bindungstasche einnehmen kann, dargestellt. Aus all 
diesen Konformationen wird die energieärmste herausgegriffen (Abbildung 79). Vergleicht 
man nun das Ergebnis des Blind Dockings mit dem von GSF 72 wird deutlich, dass das 
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positiv geladenen Mangan des Integrins v3, wobei der fluorierte Furankern eine 
hydrophobe Wechselwirkung mit dem Proteingerüst eingeht. Womöglich erklärt die 
Interaktion des Furans mit der hydrophoben Bindungstasche des Integrins die bessere 
biologische Wirksamkeit der neuen Substanz GFF 102. 
Abbildung 78: GFF (102) in der Bindungstasche des 
Integrins.  
Die Ergebnisse der Adhäsion der humanen 
Melanomzelllinie WM-266-4 an das ECM-Protein 
Fibronectin ergaben, dass das fluorierte 
Saccharidmimetikum GFF 102 bereits in einer 
Konzentration von 0.1 mM die Adhäsion um 34 % 
hemmt. Eine weitere Konzentrationserhöhung von 
GFF 102 zeigte einen dosisabhängigen Effekt, bis 
mit 5 mM GFF 102 eine Inhibition der Adhäsion 
um 62 % erreicht wurde. Verglichen mit der 
Leitstruktur GSF 72  ist das fluorierte Saccharidmimetikum GFF 102 weitaus potenter und 
somit als Optimierung anzusehen. 
 
Abbildung 79: GFF (102) in der Bindungstasche des 
Integrins. Die durch das Docking resultierende 
Energie liegt bei -10.780 kcal/mol. 
Eine weitere Optimierung der Leitstruktur GSF 72 
gelang durch Einführung einer zweiten 
Sulfatgruppe, diesmal in 6-Position der D-
Galactose (siehe Kapitel 6.7.2.6). Durch die 
zweifach-Sulfatierung könnte sich eine Art Chelat-
komplex zwischen dem Saccharidmimetikum und 
dem positiv geladenen Mangan des Integrins 
bilden. Der Vorteil eines solchen Komplexes  liegt 
u.a. in der Absättigung der Ladung des Mangan-Kations. Durch diese Chelatisierung 
resultiert eine Inhibition einer weiteren möglichen Koordination des Mangans mit den 
natürlichen Liganden.  
Abbildungen 80 und 81 zeigen die Ergebnisse des Blind Dockings des neuen 
Saccharidmimetikums GSSF 121.Die Inhibierung der Zellmigration („Scratch“-Assay) bei 
einer niedrigen Konzentration von 0.1 mM  GSSF 121 (Verbesserung der Leitstruktur GSF 
72 um den Faktor 50) begründet sich wahrscheinlich in der o.g. Chelatisierung der 
Manganzentren. Der Vergleich des herkömmlichen „Scratch“-Assay mit dem Oris™-
Migrationsassay führte zum Ergebnis, dass das zweifach-sulfatierte Saccharidmimetikum 
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GSSF 121 die Migration der humanen 
Melanomzellen WM-266-4 in einer Konzentration 
von 0.1 mM um 5 % inhibiert. Eine 
Konzentrationserhöhung auf 5 mM führte zu einer 
Inhibition von 18 %. Verglichen mit allen 
bisherigen Saccharidmimetika ist GSSF 121 
bezogen auf die Migration von WM-266-4-Zellen 
die beste Optimierung der Leitstruktur GSF 72. 
GSF 72 zeigt bei gleicher Wirkkonzentration hier 
eine Hemmung der Migration von 7%. 
 
Abbildung 80: Alle möglichen Konformationen, die GSSF 121 in der Bindungstasche des 
Integrins v3 einnehmen kann. 
 
Die Ergebnisse der Adhäsionsexperimente hingegen zeigten, dass GSSF 121 die Adhäsion 
der WM-266-4-Zellen an das ECM-Protein Fibronectin in einer Konzentration von 0.1 mM 
lediglich um 6 % inhibiert. Eine weitere 
Konzentrationserhöhung auf 5 mM führt zu einer 
Hemmung von 30 % (GSF: 26%). GSSF 121 
stellt ein potenter Inhibitor der Zellmigration dar, 
jedoch keiner bezüglich der Adhäsion der 
humanen Melanomzelllinien an Proteine der 
ECM. 
 
Abbildung 81: Die energetisch günstigste 
Konformation, die GSSF 121 in der 
Bindungstasche einnehmen kann. Die Energie 
beläuft sich auf -14.170 kcal/mol. 
 
Eine weitere Optimierung der Struktur ist aufgrund der Ergebnisse des Blind Dockings durch 
folgende Strukturvariante gegeben (siehe Schema 68). 
Die Einführung eines weiteren Hydroxymethylarmes am Furan 
zeigt laut Berechnungen eine Wechselwirkung der 
Hydroxygruppe des Furans mit der Carbonsäuregruppierung 
von Tyrosin (siehe Abbildung 83).  
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Möglicherweise führt diese Strukturvariante des Saccharidmimetikums GSSF 121 zu einer 
weiteren Verbesserung der biologischen Aktivität, obwohl dieses Molekül eine schlechtere 
energetische Konformation als GSSF 121 aufweist. Jedoch ist aufgrund des zusätzlichen 













Abbildung 82: Die Lage von GSSF in der 
Bindungstasche (blau), verglichen mit allen 
Konformationen, die das neue Molekül 
einnehmen kann. 
Abbildung 83: GSSF (blau) verglichen mit der 
energetisch günstigsten Konformation, 
welche die postulierte Struktur einnehmen 
kann. Die Energie liegt bei -13.770 kcal/mol. 
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7  Diskussion  
 
Diese Arbeit baute auf neuen Konzepten der Arzneimittelentwicklung auf. Einerseits sollte 
die zugrunde liegende Leitstruktur, das sulfatierte Saccharidmimetikums GSF 72, in seinen 
Wirkungseigenschaften optimiert werden - andererseits die biologische Abbaubarkeit der 
neuen Saccharidmimetika untersucht und gegebenenfalls verbessert werden.  
 




Gronewold[145] zeigte, dass das sulfatierte Saccharidmimetikum GSF 72 in einer 
Konzentration von 5 mM eine deutliche Inhibition der Zellbindung an ECM-Proteine wie 
Fibronectin und Fibrinogen bewirkt und die Zellmigration unterbindet, ohne dabei zytotoxisch 
zu sein. Weiterhin besitzt GSF 72 eine hemmende Wirkung auf die Metalloprotease MMP-2.   
Die anfangs aufgestellte Hypothese, dass GSF 72 Lectine adressiert, wurde durch weitere 
Untersuchungen von Gronewold widerlegt[145]. Seine Ergebnisse liessen darauf schließen, 
dass sulfatierte Saccharidmimetika wie GSF 72 vielmehr das Integrin v3 adressieren und 
somit die Hemmung der Adhäsion und Migration humaner Melanomzellen bewirken. Um 
diese These zu untermauern, wurden einige Molecular Modelling Berechnungen von M. 
Frank durchgeführt. Über das Blind Docking am Integrin v3 stellte er fest, dass GSF 72 mit 
einer ähnlichen Wechselwirkungsenergie wie der potente v3-Antagonist Cilengitid
®  an die 
Bindungstasche andockt. Dieses Resultat, dass sulfatierte Saccharidmimetika Inhibitoren 
des Integrins v3 darstellen, diente als Basis für weitere 
Optimierungen der Leitstruktur GSF 72.  
Bevor jedoch strukturelle Optimierungen an der Leitstruktur 
vorgenommen wurden, wurde im Rahmen dieser Arbeit 
zunächst die Synthese von 72 verbessert, da in der 
Vergangenheit Probleme bezüglich der Stabilität während 
der Isolierung von 72 auftraten. Während der ersten 
Syntheseansätze von GSF 72 kam es während der Abspaltung der Schutzgruppen durch 
Natriummethanolat und anschließender Protonierung mit dem Ionenaustauscher Dowex H+ 
zum Zerfall des gewünschten Produktes. Dies begründet sich in der Säureempfindlichkeit 
der eingesetzten Furane. Der verwendete Ionenaustauscher verfügt über eine zu hohe 









Schema 69: GSF (72). 
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werden, dass nach der Entschützung die Protonierung mit 0.1 M HCl unter pH-Kontrolle auf 
7.2 – 7.3 erfolgte. Mit dieser Synthesevariante war es nun möglich, größere Mengen des 
sulfatierten Saccharidmimetikums GSF 72 darzustellen. 
Weiterhin wurde versucht, die Ergebnisse von Gronewold bezüglich des inhibitorischen 
Potentials von GSF 72 auf die Zellmigration und –adhäsion zu reproduzieren. Für die 
Untersuchung der Migration wurde anfänglich der herkömmliche „Scratch“-Assay verwendet. 
Hierbei handelt es sich um eine kostengünstige und einfache Möglichkeit, das 
Migrationsverhalten der in dieser Arbeit verwendeten Melanomzellen zu untersuchen. Einem 
intakten Zellrasen wird mit Hilfe einer Pipettenspitze künstlich eine Wunde zugefügt, um 
anschließend das Migrationsverhalten der Zellen in die Wunde über einen gewissen 
Zeitraum zu beobachten. Erwartungsgemäß sollten Zellen, die mit Mimetika wie z.B. GSF 72 
inkubiert wurden, in ihrem Wanderungspotential gehemmt werden und die Wunde im 
Zellrasen nicht zuwachsen. GSF 72[145] zeigte in einer Konzentration von 5 mM eine 
Inhibition der Migration der humanen Melanomzelllinien WM-115 und WM-266-4.  
Der große Nachteil des angewandten „Scratch“-Assay liegt darin, dass eine Quantifizierung 
nicht möglich ist. Eine Beurteilung des Migrationsverhaltens in Anwesenheit der zu 
untersuchenden Mimetika ist nur visuell möglich. Weiterhin ist eine optimale 
Reproduzierbarkeit nicht gegeben, da die künstlich zugefügten Wunden im Zellrasen niemals 
identisch sind. Um die Ergebnisse quantifizieren und reproduzieren zu können, wurde der 
Oris™ Cell Migration Assay der Firma Platypus verwendet. Dieser beruht auf dem gleichen 
Prinzip wie der „Scratch“-Assay, jedoch ist die Größe der Wunde im Zellrasen aufgrund der 
eingesetzten definiert großen Seed-Stoppers immer gleich. Somit ist neben einer hohen 
Reproduzierbarkeit eine quantitative Beurteilung dieses Experimentes möglich. Durch die 
Verwendung von 96-Well-Platten bietet sich darüberhinaus die Möglichkeit, mehrere 
Substanzen gleichzeitig zu untersuchen. Um das Migrationsverhalten der humanen 
Melanomzellen beurteilen zu können, werden nach erfolgter Inkubation und nach Entfernen 
der Seed-Stoppers die in die Wunde migrierten Melanomzellen durch eine Calceinfärbung 
und anschließender Fluoreszenzmessung quantitativ bestimmt. Das erhaltene 
Fluoreszenzsignal ist direkt proportional zur Zellzahl und somit die Migration quantifizierbar.  
Erste Versuche mit diesem System zeigten, dass es nach Inkubation der WM-115 Zellen 
sowohl mit dem sulfatierten Saccharidmimetikum GSF 72 als auch mit dem RGD-Liganden 
GRGDSP, welcher eine hohe Spezifität für den Rezeptor v3 besitzt, zu einer Stimulation 
der Migration der Zellen kommt.  In Gegenwart von 5 mM GRGDSP wäre nach 
Gronewold[145] eine deutliche Inhibition der Zellmigration zu erwarten gewesen, jedoch kam 
es hier zu einer Stimulation um 20 %. GSF 72 hingegen zeigte nur im niedrigeren 
Konzentrationsbereich von 0.1 mM eine deutliche Stimulation. Dies war im „Scratch“-Assay 
nicht zu beobachten. Eine mögliche Ursache liegt darin, dass die WM-115-Zelllinien nicht in 
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einem ausreichenden Maß über den v3-Rezeptor verfügen.  Zwar bewies Gronewold
[145] 
durch eine FACS-Analyse, dass WM-115-Zellen den Rezeptor v3 exprimieren, jedoch steht 
dieses Ergebnis nicht im Einklang mit jenen von Koistinen et al[156], die zeigen konnten, dass 
bei WM-115 im Gegensatz zu WM-266-4 keine nennenswerte Expression der Untereinheit v 
auftritt und somit auch keine des Integrins v3. Abbildung 84 zeigt das Ergebnis der FACS-
Analyse von Koistinen et al. 
 
Abbildung 84: Fehlen der v 
und α2-Integrin-Unterein-
heiten auf der Zelloberfläche 
der Zellinie WM-115 
Nachweis der Unterein-





Im Unterschied zur WM-
115-Zelllinie konnten 
Koistinen et al. bei WM-266-4 eine Exprimierung der v-Untereinheit feststellen. Aus diesem 
Grunde wurde für weitere Experimente auf die Zelllinie WM-266-4 zurückgegriffen. Hierbei 
bewirkte GSF 72 in einer Konzentration von 5 mM lediglich eine Inhibition der Zellmigration 
von 6 %, obwohl man beim „Scratch“-Assay aufgrund der visuellen Endpunktsbestimmung 
den Eindruck erhielt, dass der inhibitorische Effekt weitaus größer sei. Dies lässt sich 
möglicherweise damit begründen, dass es durch die manuelle Verletzung des konfluenten 
Zellrasens beim herkömmlichen Scratch Assays zu einer stark erhöhten, aber verfälschten, 
Sensitivität der Melanomzellen gegenüber den zu unteruchenden Mimetika führt. Trotz 
dieser Tatsache stimmen die Ergebnisse des Oris™ Cell Migration Assay tendenziell mit 
jenen des „Scratch“-Assays überein. Das RGD-Peptid GRGDSP bewirkte in einer 
Konzentration von 5 mM eine Inhibition von über 19 %, was den Erwartungen entsprach, da 
dieses Peptid u.a. auch v3 adressiert. 
 
Um die Hemmung der Adhäsion humaner Melanomzellen durch GSF 72 und weiterer 
Saccharidmimetika an ECM-Proteine wie Fibronectin zu untersuchen, wurde eine andere 
Methode als die von Gronewold verwendete gewählt, die wesentlich einfacher, weniger 
zeitintensiv und kostengünstiger ist. Der in dieser Arbeit verwendete Adhäsionsassay stellt 
eine Modifizierung der in der Literatur beschriebenen Methode dar[157]. Hierbei wurden 
unbehandelte 96-Well-Platten mit dem ECM-Protein Fibronectin beschichtet. Weiterhin 
wurde als Waschpuffer PBS ohne Ca2+/Mg2+ verwendet, da einerseits eine erhöhte 
Konzentration an Calcium zu einer Inaktivierung des Integrins v3
[158] und andererseits 
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aufgrund der chelatisierenden Eigenschaften der Glycosidmimetika die Anwesenheit von 
Kationen möglicherweise zu einer Herabsetzung der Wirksamkeit führen könnten.  
Abbildung 85: Bindung von rsv3 (recombinant 
soluble integrin v3)   an seinen natürlichen 
Liganden Fibronectin im ELISA. rsv3 (5 mg/ml in 
PBS/BSA) bindet in Ab- oder Anwesenheit 
folgender zugesetzter Additive:  10 mM EDTA, 0.5 
mM MnCl2, 5 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, 1 mg/ml SKI-7 
(Disintegrin Kistrin), cRGD high (10 mM) und low 
(100 pM) (modifiziert nach Legler et al)
[158]
. 
Legler et al[158] untersuchten den Einfluss 
unterschiedlicher Kationen, Chelatoren und v3-
Antagonisten auf die Adhäsion von löslichen v3 
an seinen natürlichen Liganden Fibronectin (siehe 
Abb. 85). Dabei stellten sie fest, dass hohe 
Konzentrationen (5 mM) von  MgCl2 zu einer 
Stimulation der Bindung von v3 an Fibronectin 
führen, ebenso wie MnCl2, das jedoch nur in einer Konzentration von 0.5 mM eingesetzt 
wurde. Weiterhin machten sie die Beobachtung, dass niedrige Konzentrationen (100 pM) 
eines cyclischen RGD-Liganden ebenfalls die v3-Bindung stimulierten, hohe dagegen 











Abbildung 86: Modell der Aktivierungszustände des Integrins v3 (nach Legler et al)
[158]
. 
In Abwesenheit von Magnesium und/oder der Anwesenheit von hohen Ca2+-Konzentrationen 
ist das Integrin v3 inaktiv (A), wogegen sich das Integrin in Gegenwart von Magnesium und 
niedrigen Konzentrationen von Ca2+ in seinem aktivierten Zustand befindet und bereit für die 
Bindung von Liganden ist (B). Durch die Zugabe von Mangan erfolgt eine 
Konformationsänderung des Integrins und es befindet sich im sogenannten „superaktiviertem 
Zustand“ (C). Hier kann eine Bindung von RGD-Liganden, wie z.B. cyclo-RGD, erfolgen. In 
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hohen Konzentrationen des cRGD-Liganden verbleibt dieser an der Bindungsseite des 
Integrins und blockiert somit mögliche Interaktionen mit Proteinliganden. In niedrigen 
Konzentrationen jedoch kann der cRGD-Ligand durch einen Proteinliganden ersetzt werden 
(D). Alternativ besteht bei einer niedrigen Antagonisten-Konzentration die Möglichkeit, dass 
der Ligand von der Bindungsseite abdissoziiert, wobei sich jedoch das Integrin v3 weiterhin 
im superaktivierten Zustand befindet und mit einer höheren Bindungsaffinität Proteinliganden 
binden kann. Aus diesen Gründen wurde bei allen Adhäsionsexperimenten auf Ca/Mg-
Zusätze und auf eine Aktivierung des Integrins v3 mit manganhaltigem Puffer verzichtet. 
Die anfänglich verwendete Zelllinie für dieses Experiment, WM-115, wurde mit den zu 
untersuchenden Mimetika inkubiert und anschließend in die beschichteten Wells überführt. 
Nach einer Stunde Adhäsionszeit wurden die nicht adhärierenden Zellen weg gewaschen. 
Nach Anfärbung der Zellen mit Methylenblau wurde die Extinktion bei 651 nm gemessen. Die 
gemessene Extinktion verhält sich proportional zur Zellzahl. 
Hierbei bewirkte GSF 72 nicht wie erwartet eine Verringerung der Adhäsion der humanen 
Melanomzellen an das ECM-Protein Fibronectin, sondern führte zu einer Stimulation der 
Adhäsion. Dieses Phänomen wurde bereits bei den Migrationsexperimenten beobachtet.  
Aus diesem Grunde wurden die weiteren Experimente zur Zelladhäsion mit der Zelllinie WM-
266-4 durchgeführt. Hier zeigte GSF 72 in einer Konzentration von 5 mM eine Inhibition von 
26 %, was mit den Ergebnissen von Gronewold[145] übereinstimmt. Eine 
Konzentrationserhöhung auf 10 mM führte lediglich zu einer Hemmung von 34 %. Um eine 
Positivkontrolle für die Adhäsionsexperimente zu haben, wurde der peptidische Integrin-
Ligand GRGDSP eingesetzt. GRGDSP inhibiert in einer Konzentration von 5 mM die 
Adhäsion der humanen Melanomzelllinie WM-266-4 an Fibronectin um 89 %.  Gronewold[145] 
erzielte mit 1000 µM GRGDSP eine nahezu vollständige Inhibition der Adhäsion der Zelllinie 
WM-115 an das ECM-Protein Fibronectin. Eine mögliche Erklärung für dieses Resultat liegt 
zum einen darin, dass WM-115 im Gegensatz zu WM-266-4 kein v3 exprimiert. Weiterhin 
handelt es sich bei dem Hexapeptid GRGDSP nicht um einen spezifischen v3-
Antagonisten. Das RGD-enthaltende Peptid adressiert auch andere Integrine wie z.B. 53. 
Die von Gronewold beobachtete Hemmung der Adhäsion durch GRGDSP resultiert 
möglicherweise durch Interaktion des peptidischen Liganden mit dem Rezeptor 53. 
Spezifischere v3-Antagonisten  sind  cyclische RGD Pentapeptide oder das darauf 
basierende Cilengitid®. Cyclische Peptide verursachen bereits in einem niedrigen 
Konzentrationsbereich eine vollständige Inhibition der Adhäsion]95]. Jedoch wurde aus 
Kostengründen für weitere Experimente der GRGDSP-Ligand eingesetzt, um einen 
Vergleich zwischen der in dieser Arbeit synthetisierten Saccharidmimetika zu peptidischen 
Liganden ziehen zu können und der bei der Entwicklung cyclischer Liganden als Referenz 
galt.  
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Für das Molecular Modelling wurde jedoch als Referenz das cyclische RGD-Peptid 
Cilengitid® verwendet. Laut den Ergebnissen des Blind Docking am Integrin v3 dockt GSF 
72 mit einer ähnlichen Wechselwirkungsenergie wie Cilengitid®  an die Bindungstasche an. 
Da jedoch aus den genannten Gründen Cilengitid® nicht als Kontrolle für zelluläre Assays 
verwendet werden konnte, wäre es durchaus auch interessant gewesen, GRGDSP im 
Vergleich mit GSF 72 über Molecular Modelling zu untersuchen, um so einen direkten Bezug 
zu den experimentellen Untersuchungen herstellen zu können. 
Wie bereits Gronewold feststellte, ist GSF 72 in der Lage, die Expression von MMP-2 in 
einem Konzentrationsbereich von 5 mM zu inhibieren. In dieser Arbeit wurde ein modifizierter 
Assay zur Bestimmung der Inhibition der MMP-Expression verwendet[159]. Diese Modifikation 
hat den Vorteil, dass durch eine 30 minütige Inkubation der WM-115-Zellen mit dem ECM-
Protein Fibronectin eine Stimulation der MMP-Expression hervorgerufen wird. Unbehandelte 
Zellen zeigen auch eine Expression von MMPs, jedoch meist erst nach 48 bis 72 h. Durch 
die Stimulation mit Fibronectin wird die Versuchsdauer enorm verkürzt. 
Um die Ergebnisse von Gronewold zu verifizieren, wurde der Einfluss von GSF 72 auf die 
Expression der MMP´s untersucht. Nach Inkubation und anschließender zymographischer 
Analyse des serumfreien Mediums erschien im Bereich von 97 und 117 kDa eine markante 
Bande, die MMP-9 zuzuordnen ist. MMP-9 wurde weiterhin zu einer Bande mit einem 
Molekulargewicht von 85 kDa aktiviert. Nach Inkubation der Zellen mit 5 mM GSF 72 wurden 
auch inaktive pro-Formen MMP-2 (71 kDa) sichtbar. Aus dem Zymogramm wird deutlich, 
dass die Inhibition der Fibronectin induzierten MMP-Expression durch das sulfatierte 
Saccharidmimetikum GSF 72 nur sehr schwach ist. 
Der Einfluss von GSF 72 auf die Angiogenese wurde in drei weiteren zellulären Assays 
untersucht. Im „Tubing-Assay“an der HBMEC-60-Zelllinie, die mit Fibroblasten cokultiviert 
wurde, wird das Aussprossen und schließlich die Bildung der Endothelzell-Schläuche 
untersucht. Durch die Inkubation mit GSF 72 wurde die lineare Aneinanderkettung der 
Endothelzellen konzentrationsabhängig blockiert. Mit 2.5 mM GSF 72 war eine deutliche 
Hemmung der Schlauchbildung zu sehen, während bei einer Konzentrationssteigerung auf 5 
mM GSF 72 diese scheinbar vollkommen inhibiert wurde. Problematisch ist hier die 
Zytotoxizität von GSF 72. Zwar weist das sulfatierte Saccharidmimetikum GSF 72 in einer 
Konzentration von 5 mM nach 72 h lediglich eine Zytostase auf, jedoch ist nach einer 
längeren Inkubation der Zellen mit einem zytotoxischen Effekt  zu rechnen. Bei einer 
Inkubationszeit von 9 Tagen, wie sie bei diesem Assay gegeben war, sollte man diese 
Tatsache in die Interpretation der  Ergebnisse des „Tubing-Assays“ mit einbeziehen. Ein 
Hinweis auf den inhibitorischer Effekt von GSF 72 auf die Schlauchbildung der 
Endothelzellen ist somit nicht gänzlich gesichert. Es handelt sich hierbei mit großer 
Wahrscheinlichkeit um einen zytotoxischen Effekt. Ob GSF 72 wirklich einen Einfluss auf das 
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Aussprossen und die Bildung der Endothelzell-Schläuche aufweist, kann nur dann mit 
Sicherheit festgestellt werden, wenn geringere Konzentrationen von 72 eingesetzt werden.  
Bei dem angewandten „Matrigel-Assay“ handelt es sich um einen Kurzzeit-Assay. Hier wurde 
die Aneinanderreihung und Verknüpfung von Zellen mittels Zellfortsätzen ohne Zugabe von 
Fibroblasten nach einer Inkubationszeit von 17 h gemessen. Im Vergleich zum „Tubing-
Assay“ sind hier unterschiedliche Vorstufen der Endothelzell-Vernetzung erkennbar. In 
diesem Assay wurden in erster Linie TNF-vorbehandelte HBMEC-60-Zellen verwendet, um 
den Einfluss des Saccharidmimetikums GSF 72 deutlich zu demonstrieren. Bereits in einer 
Konzentration von 1 mM GSF 72 waren eine Abnahme der Knotenpunkte und eine stark 
unterbrochende Linearisierung der Endothelzell-Schnüre erkennbar. Die Endothelzell-Ketten 
waren lückenhaft, so dass die Schlauchbildung inhibiert wurde. Bei einer weiteren 
Konzentrationserhöhung auf 2.5 mM GSF 72 war der gesamte Prozess zum Erliegen 
gekommen und es waren nur noch wenige Knotenpunkte vorhanden. 
Die Adhäsion der HBMEC-60-Zellen an die ECM-Proteine Fibronectin, Laminin und Collagen 
Typ 1 wurde von GSF 72 konzentrationsabhängig gehemmt, jedoch nur, wenn kein TNF 
vorhanden war. Bei Vorinkubation mit TNF bewirkte GSF 72 im Konzentrationsbereich von 
0.1 bis 2.5 mM eine Stimulation der Adhäsion an Fibronectin. Lediglich in höheren 
Konzentrationen des sulfatierten Saccharidmimetikums 72 war eine Hemmung der 
Zelladhäsion zu beobachten – vergleichbar mit den Ergebnissen der Adhäsion von WM-266-
4-Zellen an Fibronectin. Durch die Inkubation mit TNF sollte eigentlich eine Reduktion der 
Angiogenese bzw. der Adhäsion bewirkt werden, jedoch trat hier wieder eine Stimulation auf. 
Reynolds et al[165] beobachteten ein ähnliches Phänomen bei der Tubuli-Bildung im in vitro 













Abbildung 87: Stimulation der Tubuli-Bildung im Angiogenese-Assay durch geringe 
Konzentrationen von v3-Antagonisten (modifiziert nach Reynolds et al 2009)
[16] 
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Der cyclische RGD-Ligand inhibiert die Integrine vß3 (IC50 = 0.00058 µM) und II3 (IC50 = 
0.86 µM) und somit die Neoangiogenese von Tumoren, ohne dabei einen zytotoxischen 
Effekt zu zeigen. Reynolds et al konnten u.a. an humanen Endothelzellen zeigen, dass 
niedrige Konzentrationen von Cilengitid® zu einer Stimulation der endothelialen 
Netzwerkbildung führen und somit auch das Tumorwachstum fördern. Dies würde selbst 
beim Einsatz höherer Konzentrationen eines solchen v3-Antagonisten bedeuten, dass es 
nach Herabsinken der Plasmakonzentration eines solchen Pharmakons ebenfalls zu einer 
Stimulation des Tumorwachstums kommen könnte.  Weller et al[166] stellten vor kurzem die 
Resultate von Reynolds et al in Frage. Laut Weller et al. Seien die von Reynolds et al 
publizierten Ergebnisse nicht aussagekräftig, da Cilengitid® in erster Linie gegen 
Glioblastome eingesetzt werde und Reynolds et al kein entsprechendes Glioblastom-Modell 
verwendeten. Weiterhin werde Cilengitid® nicht als Monotherapie, sondern in Kombination 
mit Chemo- und Radiotherapie verabreicht. Aus diesen genannten Gründen sind die 
Ergebnisse von Reynolds einerseits in Frage zu stellen, jedoch sollten diese Resultate 
Grundlage für weitere Diskussionen darstellen.  
Abschließend lässt sich feststellen, dass das sulfatierte Saccharidmimetikum GSF 72 einen 
Einfluss auf den Prozess der Endothelzell-vermittelten Angiogenese bereits in einem frühen 
Stadium hat. Durch diesen inhibierenden Einfluss auf Adhäsionsvorgänge der Endothelzellen 
sind ebenfalls spätere Phasen der Angiogenese wie z.B. die lineare Endothelzell-Ketten- und 
Schlauchbildung betroffen, so dass davon ausgegangen werden kann, dass auch die 
endgültige Gefäßbildung durch analoge Saccharidmimetika verhindert werden kann. 
Die Untersuchungen zur biologischen Abbaubarkeit von GSF 72 im Closed Bottle-Test 
führten zum Ergebnis, das 72 mit 19.5 % die geringste Abbaubarkeit aller Saccharidmimetika 
aufwies. Die Sulfatgruppe kann aufgrund ihrer elektronischen Struktur nicht weiter oxidiert 
werden. Somit ist eine Verwertung durch die Mikroorganismen nicht gegeben. Weiterhin ist 
D-Galactose im Vergleich zu D-Glucose als Saccharideinheit bedingt durch die äquatoriale 




Eine Optimierung der biologischen Wirksamkeit der Leitstruktur GSF 72 würde gemäß den  
Molecular-Modelling-Berechnungen durch Substitution der Saccharideinheit D-Galactose 
durch D-Glucose (GluSF 74) gegeben sein. Der Austausch des Saccharids würde eine 
optimale Anpassung an die Bindungstasche des Integrins v3 bewirken. Die Synthese 
erfolgte analog zur Leitstruktur GSF 72, jedoch wurde die Sulfatierung unter anderen 
Bedingungen durchgeführt. B. Meister verwendete bei der Darstellung von GSF 72 als 
 Diskussion  





Sulfatierungsreagenz Pyridinsulfoxid, wobei das Monogalactosid 16 in DMSO gelöst wurde 
und anschließend 12 h bei RT mit Pyridinsulfoxid zur Reaktion gebracht wurde. Die  
Synthese wurde so modifiziert, dass anstelle von Pyridinsulfoxid Trimethylaminsulfoxid 
eingesetzt wurde. Weiterhin erfolgte die Sulfatierung nicht mehr bei RT, sondern bei einer 
Temperatur von 55° C. Dies hatte den Vorteil, dass die Umsetzung zum benzoylgeschützten 
Sulfat bereits nach 5 h abgeschlossen war. Mit diesem 
neuen Syntheseschema wurde analog zum GSF 72 
und GluSF 74 eine Vielzahl von sulfatierten 
Saccharidmimetika (76, 78, 80, 84, 86) dargestellt. 
Die Untersuchungen der biologischen Wirksamkeit 
von GluSF 74 erfolgte in identischen zellulären Assays 
wie bei GSF 72. GluSF 74 besitzt in einer 
Konzentration von 5 mM nach 72 h keine zytotoxischen Eigenschaften. Der Austausch der 
Saccharideinheit D-Galactose in D-Glucose hat somit keinen Einfluss auf die Zytotoxizität. Im 
„Scratch“-Assay besaß GluSF 74 ein ähnliches Inhibitionspotential wie GSF 72. Nach 24 
Stunden Inkubation der Zellen mit 5 mM GluSF 74 war die Wunde nicht verschlossen. Die 
Migration der humanen Melanomzellen WM-115 wurde eindeutig durch GluSF 74 gehemmt. 
Die Quantifizierung des Migrationsverhaltens der WM-266-4 Zellen anhand des Oris-
Systems erbrachte eine Hemmung der Migration von 7.5 % nach Inkubation mit 5 mM GluSF 
74 – also vergleichbar mit den Resultaten von GSF 72. Lediglich in Adhäsionsexperimenten 
war ein eindeutiger Unterschied zwischen GSF 72 und GluSF 74 ersichtlich. GluSF 74 
hemmte die Adhäsion von WM-266-4-Zellen an Fibronectin in einer Konzentration von 5 mM 
um 79 % - GSF 72 hingegen erbrachte lediglich eine Inhibition um 30 %. Im niedrigeren 
Konzentrationsbereich von GluSF 74 war jedoch keine Optimierung des inhibitorischen 
Potentials zu verzeichnen. 
Die zymographische Analyse von Medien von WM-266-4-Zellen, die gegenüber GluSF 74 
exponiert waren, zeigte eine aktive MMP-9 Bande bei 78.2 kDa und zwei Banden von 
aktiviertem MMP-2 bei 49.7 und 47.3 kDa. Aus dem Zymogramm ist jedoch keine deutliche 
Inhibition der MMP-Expression und -aktivierung durch GluSF 74 ersichtlich. 
Auf weitere Experimente wurde verzichtet, da aus den erhaltenen Zymogrammen nur rein 
optisch berurteilt werden kann, ob eine Inhibition der MMP-Expression vorliegt oder nicht. Ob 
sulfatierte Saccharidmimetika einen Einfluss auf die Expression von MMPs haben lässt sich 
aufgrund der Tatsache, dass vorher nicht exakt bestimmt werden kann welche Proteinmenge 
aufgetragen wurde, nicht quantifizieren. Jedoch kann durch das Auftreten verschiedener 
aktiven Formen der MMPs eine Aussage darüber getroffen werden, ob die in dieser Arbeit 
dargestellten Mimetika prinzipiell einen Einfluss auf die MMP-Expression und - Aktivierung 
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umgangen werden. Eine Probe, in der die Aktivität der MMPs nachgewiesen werden soll (u.a 
Bestimmung der MMP-Aktivität nach Inkubation mit MMP-Inhibitoren wie z.B. GSF 72), wird 
mit fluoreszenzmarkiertem Substrat inkubiert. Dieses Substrat weist im intakten Zustand nur 
eine sehr geringe Eigenfluoreszenz auf, jedoch wird nach enzymatischer Umsetzung ein 
fluoreszierendes Produkt freigesetzt. Der Anstieg der Fluoreszenz ist proportional zur 
proteolytischen Aktivität der MMPs. [167-171]. Auf diese Weise kann die Beeinflussung von 
Saccharidmimetika auf die MMP-Expression quantitativ erfasst werden. 
GluSF 74 zeigte im Closed Bottle-Test eine biologische Abbaubarkeit von 46.9 %.  Das 
Monosaccharid D-Glucose war im Vergleich zu D-Galactose – bedingt durch die 
Stereochemie - einem biologischen Abbau durch die Mikroorganismen besser zugänglich. 
Die Resultate bezüglich der biologischen Wirksamkeit von GluSF 74 lassen letztlich nicht 
eindeutig auf eine Optimierung schließen. Zwar ist das sulfatierte Saccharidmimetikum 74 
ein besserer Inhibitor der Zelladhäsion an Fibronectin, jedoch werden für die genannten 
inhibitorischen Effekte gleiche Wirkkonzentrationen benötigt. Im Hinblick auf die biologische 




Eine andere Möglichkeit zur Optimierung der Wirkeigenschaften der Leitstruktur GSF 72 
bestand in dem Austausch der funktionellen Einheit am Core-Molekül. Zwar zeigten die 
Ergebnisse des Molecular Modelling, dass die Sulfatgruppe - bedingt durch die 
elektrostatische Interaktion mit dem Mn2+ des Integrins v3 - eine notwendige strukturelle 
Einheit der Saccharidmimetika darstellt, jedoch könnte ein Austausch des Sulfates der 
Leitstruktur GSF 72 durch andere funktionelle Gruppen wie z.B. Halogene weitere wichtige 
Hinweise zum Wirkmechanismus der Mimetika liefern. Das 
Halogen Fluor spielt z.B. in der Entwicklung von potenten 
Pharmaka bis heute noch eine große Rolle, wobei seine 
Toxizität nicht außer Acht gelassen werden darf. 
Desweiteren gelten Organofluorverbindungen als schlecht 
biologisch abbaubar. Trotz dieser nachteiligen 
Eigenschaften wurde ein weiteres Saccharidmimetikum 
dargestellt, das als funktionelle Einheit anstelle der Sulfatgruppe Fluor enthält.  
Eine Fluorierung erfolgt in der Regel durch Fluorierungsreagenzien wie Tetrabutyl-
ammoniumfluorid (TBAF) oder Bis(tetrabutylammonium)difluorid [(Bu4N)2F2]. Hierfür wird 
jedoch eine Abgangsgruppe wie z.B. Tosylat benötigt, die zuerst an der gewünschten 
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Substitutionsreaktion. Ein großer Nachteil dieses Reaktionsschemas liegt zum einen darin, 
dass zuerst eine Abgangsgruppe eingeführt werden muss und zum anderen, das 
unerwünschte Eliminierungsnebenreaktionen auftreten können. Eine andere elegante und 
einfache Möglichkeit zur Einführung von Fluor ergibt sich durch Verwendung des potenten 
Fluorierungsagens DAST (Diethylaminosulfurtrifluorid). Fluorierungen mit DAST wurden 
bisher nur an Sacchariden durchgeführt[151]. In dieser Arbeit wurde es jedoch für die 
Umfunktionalisierung der Hydroxymethylgruppe am aromatischen Core-Molekül verwendet.  
Die Fluorierung des benzoylgeschützten, monoglycosidischen Furans 16 erfolgte in einem 
Reaktionsschritt mit DAST[151] und lieferte nach Entschützung das gewünschte 
Saccharidmimetikum GFF 102. Es ergaben sich keine Probleme bei der Entschützung und 
anschließenden Isolierung des Mimetikums 102. Weiterhin erfolgte durch das 
elektronegative Fluor eine Stabilisierung des Furankerns.   
Die Ergebnisse des Molecular Modelling am Integrin v3  mit dem Mimetikum GFF 102 
waren jedoch nicht so vielversprechend wie jene mit GSF 72. GFF 102 interagiert mit einer 
weitaus geringeren Wechselwirkungsenergie mit der Bindungstasche des Integrins v3. 
Beim direkten Vergleich des Ergebnisses mit dem von GSF 72 wird deutlich, dass das 
Molekül eine neue räumliche Orientierung angenommen hat. Die Hydroxygruppen der 
Saccharideinheit interagieren mit dem positiv geladenen Mangan des Integrins v3, wobei 
der fluorierte Furankern eine hydrophobe Wechselwirkung mit dem Proteingerüst eingeht. 
Die neue Anordnung des Mimetikums 102 in der Bindungstasche resultiert möglicherweise 
daraus, dass in dem verwendeten Softwaremodul nur rein elektrostatische 
Wechselwirkungen und die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen berücksichtigt 
werden können. In den sulfatierten Mimetika tritt eine Wechselwirkung des negativ 
geladenen Sulfates mit dem Mn2+-Ion des Integrins v3 auf. Aufgrund dieser Interaktion 
würde sich jedes sulfatierte Mimetikum, dass über Molecular Modeling am Integrin v3 
untersucht werden würde, ähnlich anordnen. Komplexometrische Parameter (Fluor bildet mit 
Mangan sehr stabile Komplexe) werden in dem Modul nicht berücksichtigt. 
Entgegen der Resultate des Blind Dockings konnte jedoch mit GFF 102 ein 
Saccharidmimetikum gewonnen werden, das im Vergleich zu GSF 72 ein besserer Inhibitor 
der Zellmigration und –adhäsion humaner Melanomzellen darstellt. Das fluorierte Mimetikum 
102 inhibiert im herkömmlichen „Scratch“-Assay bereits in einer Konzentration von 0.1 mM 
die Migration der humanen Melanonzellen WM-115, ohne dabei zytotoxisch zu sein. Die 
Ergebnisse des Oris-Migration-Assay waren jedoch im Vergleich zu den anderen Mimetika 
nicht eindeutig. Weiterhin hemmte GFF 102 in einer Konzentration von 0.1 mM die Adhäsion 
der WM-266-4-Zellen an das ECM-Protein Fibronectin bereits um 34 %. Eine weitere 
Konzentrationserhöhung zeigte einen dosisabhängigen Effekt, bis mit 5 mM GFF 102 eine 
maximale Inhibition der Adhäsion um 62 % erreicht wurde.  
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Die Untersuchungen zur biologischen Abbaubarkeit führten zum Ergebnis, dass GFF 102 
trotz der Tatsache, dass Fluorverbindungen keiner weiteren Oxidation zugänglich sind, mit 
nahezu 37 % abbaubar ist und somit eine deutlich bessere biologische Abbaubarkeit besitzt 
als die Leitstruktur GSF 72. Wie bereits beschrieben spielt hier auch der sterische Bedarf 
einer funktionellen Gruppe eine entscheidende Rolle. Die Sulfatgruppe in GSF 72 ist im 
Vergleich zu Fluor weitaus voluminöser und raumerfüllender. Die Aufnahme solch sterisch 
anspruchsvoller Moleküle durch die Mikroorganismen im Klärschlamm ist äußerst erschwert, 
wodurch eine geringere biologische Verwertung resultiert.  
Mit GFF 102 wurde somit ein Saccharidmimetikum gewonnen, das in seinen biologischen 
Wirkeigenschaften und seinen Umwelteigenschaften eine eindeutige Optimierung der 




Nachdem für die Synthese der sulfatierten Saccharidmimetika verschiedene Mono- und 
Disaccharide verwendet wurden, wurden gezielte Umfunktionalisierungen an der 
Saccharideinheit vorgenommen. Ausgehend von der Leitstruktur GSF 72, die im Vergleich 
zu den neuen Saccharidmimetika (ausgenommen GFF 102) die beste Wirksamkeit bezüglich 
der Inhibition der Migration und Adhäsion humaner Melanomzellen zeigte, wurde durch 
Anwendung einer Schutzgruppenstrategie eine Umfunktionalisierung des Saccharids 
Galactose in Position 6 vorgenommen. Dies bot sich u.a. auch deshalb an, da die 
Ergebnisse des Blind Dockings am v3 eine Interaktion dieser Hydroxygruppe des 
Saccharides mit dem Proteingerüst bestätigten.  
Die Synthese des zweifach sulfatierten 
Saccharidmimetikums GSSF 121 erfolgte in mehreren 
Stufen, wobei zwei unterschiedliche Synthesestrategien 
entwickelt wurden. Bei beiden Strategien wurde das 
Monosaccharid Galactose mit TBDPS-Cl in Pyridin 
umgesetzt. Bei der Silylschutzgruppe TBDPS handelt es 
sich um eine sterisch anspruchsvolle Schutzgruppe, die  ausschließlich die Hydroxygruppe in 
Position 6 des Saccharides schützt. Nach erfolgreicher Umsetzung wurde eine 
Peracetylierung durchgeführt. Im Gegensatz zur Synthese von GSF 72 konnten die freien 
Hydroxygruppen aufgrund der voluminösen TBDPS-Schutzgruppe nicht benzoyliert, sondern 
nur acetyliert werden. Ein großer Nachteil der Acetylschutzgruppen ist deren Abspaltung, 
wofür das Lösungsmittelgemisch NMe3/MeOH/H2O verwendet wurde.  Selbst nach 
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wurden unterschiedlich acetylierte Stufen von GSSF 121 detektiert, da Acetylschutzgruppen 
eine hohe Tendenz zur Wanderung zeigen. Selbst nach erfolgreicher Abspaltung besteht 
während der Aufarbeitung des Rohproduktes die Gefahr, dass eine teilweise Reacetylierung 
des Saccharides erfolgt. Dies lässt sich größtenteils vermeiden, wenn das Rohprodukt 
mehrmals mit Ethanol aufgenommen und wieder eingeengt wird.  
GSSF 121 hemmte die Zellmigration („Scratch“-Assay) in einer niedrigen Konzentration von 
0.1 mM  (Verbesserung der Leitstruktur GSF 72 um den Faktor 50), ohne dabei zytotoxisch 
zu sein. Durch die zweifach-Sulfatierung könnte sich eine Art Chelatkomplex zwischen dem 
Saccharidmimetikum und dem positiv geladenen Mangan des Integrins bilden. Der Vorteil 
eines solchen Komplexes  liegt u.a. in der Maskierung der Ladung des Mangan-Kations, so 
dass eine weitere Koordination des Mangans mit den natürlichen Liganden nicht mehr 
möglich ist. Die Ergebnisse des Molecular Modelling am Integrin v3  bestätigen diese 
Annahme. GSSF 121 dockt im Vergleich zu GSF 72 mit einer höheren 
Wechselwirkungsenergie an die Bindungstasche des Integrins und beide Sulfatgruppen 
interagieren mit einem Mangan. 
Der Oris™-Migrationsassay zeigte, dass das zweifach-sulfatierte Saccharidmimetikum GSSF 
121 die Migration der humanen Melanomzellen WM-266-4 in einer Konzentration von 0.1 
mM um 5 % inhibiert. Eine Konzentrationserhöhung auf 5 mM führte zu einer Hemmung von 
18 %. Verglichen mit allen bisherigen Saccharidmimetika ist GSSF 121 bezogen auf die 
Hemmung der Migration von WM-266-4-Zellen die beste Optimierung der Leitstruktur GSF 
72. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Wirkungsweise polysulfatierter 
Glycosaminoglycanen wie z.B. Heparin, das heute als Antithrombin-III-Hemmer im klinischen 
Bereich eingesetzt wird.  Heparin zeigt dort neben seiner antikoagulatorischen Wirkung eine 
deutliche Hemmung des in vitro Wachstum von Tumorzellen. In einer weiteren Studie wurde 
festgestellt, dass sich die Lebenserwartung von Tumorpatienten, die mit Heparin behandelt 
wurden, deutlich erhöhte[164].  
Die Ergebnisse der Adhäsionsexperimente hingegen zeigten, dass GSSF 121 die Adhäsion 
der WM-266-4-Zellen an das ECM-Protein Fibronectin in einer Konzentration von 0.1 mM 
lediglich um 6 % inhibierte. Eine weitere Konzentrationserhöhung auf 5 mM führte zu einer 
Inhibition von 30 % (GSF 72: 26 %). Ähnliche Resultate wurden in Adhäsionsexperimenten 
mit HBMEC-60-Zellen an den ECM-Komponenten Collagen Typ 1, Fibronectin und Laminin 
erzielt. Das zweifach-sulfatierte Saccharidmimetikum GSSF 121 bewirkte in einer 
Konzentration von 5 mM eine Hemmung der Adhäsion der HBMEC-60 Zellen an Laminin um 
lediglich 39 %. Verglichen mit den Ergebnissen der Leitstruktur, bei der es sich in diesem 
Falle um 10 mM GSF 72 handelte, war hier nur ein inibitorischer Effekt von 30 % zu 
beobachten. GSSF 121 führte  im Vergleich zur Leitstruktur GSF 72 zwar zu einer besseren 
Inhibition der Adhäsion, jedoch ist seine Wirksamkeit im niedrigen Konzentrationsbereich 
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(0.1-2.5 mM) eher gering (Inhibition bei 0.1 mM nur 10 %). Im Adhäsionsexperiment von 
HBMEC-60-Zellen an Collagen 1 zeigte 10 mM GSSF 121 eine maximale Inhibition von 24 
%.  
GSSF 121 ist ein potenter Inhibitor der Zellmigration, jedoch keiner bezüglich der Adhäsion 
der humanen Melanomzelllinien WM-266-4 und den HBMEC-60-Zellen an Proteine der 
ECM.  
Um den Einfluss von Chelatbildnern auf die Zelladhäsion bzw. –migration weiter zu 
charakterisieren, wurde der Komplexbildner DMPS auf seine inhibitorischen Effekte 
bezüglich der Adhäsion humaner Melanomzelllinien an das ECM-Protein Fibronectin 
getestet. Erwartungsgemäß zeigte DMPS nicht einmal im Konzentrationsbereich von  5 mM 
einen Hemmung der Adhäsion der WM-266-4-Zellen an Fibronectin. Betrachtet man nun die 
Resultate von GSSF 121 und DMPS im Vergleich zum fluorierten Saccharidmimetikum GFF 
102, scheinen Chelatoren für eine Hemmung der Zellmigration die geeigneten Moleküle zu 
sein, jedoch nicht für die Zelladhäsion. DMPS hemmte die Migration der WM-266-4-Zellen in 
einer Konzentration von 5 mM um nahezu 13 %. Für eine Inhibition der Zelladhäsion eignen 
sich neben den einfach geladenen, sulfatierten Saccharidmimetika wie GSF 72 und GluSF 
74 vor allem das unpolare Mimetikum GFF 102.  
Inwieweit GSSF 121 einem biologischen Abbau zugänglich ist, konnte experimentell nicht 
weiter untersucht werden. Rein theoretisch sollte GSSF 121 deutlich schlechter biologisch 
abbaubar sein als GSF 72, da hier eine zusätzliche Sulfatgruppe vorhanden ist. Wie bereits 
erwähnt sind Sulfatgruppen weniger gut abbaubar, da eine Weiteroxidation aufgrund der 
elektronischen Struktur des Sulfates nicht möglich ist.  
 
 
7.1.5 Sulfat – Sulfonsäure 
   
Durch die Einführung der Sulfatgruppe konnte die biologische Wirksamkeit der Saccharid-
mimetika gegenüber solchen ohne funktionelle Gruppen deutlich verbessert werden (GSF 
72)[148]. Um eine Funktionalität zu schaffen, die strukturell und von ihrer Ladung mit der 
Sulfatgruppe vergleichbar ist, wurden mehrere Synthesestratgien angewandt, um eine 
Sulfonsäure am monoglycosidierten 3,4-Bishydroxymethylfuran darzustellen. Zum Erfolg 
führte jedoch nur eine Variante, in der als Edukt die bromierte Zwischenstufe 100 verwendet 
wurde. Zur Darstellung von 100 wurde die monoglycosidische Zwischenstufe 25 mit 
NBS/PPh3 in DMF umgesetzt 
[150]. Diese Reaktion wurde bisher nur bei linearen 
Hydroxyverbindungen angewandt. Ungewöhnlich hierbei war, dass keine radikalische 
Bromierungsreaktion vorlag, so wie es gewöhnlicherweise bei NBS als Bromierungsreagens 
zu erwarten wäre. Die Kombination von Triphenylphosphin und NBS führte zu einer 
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nukleophilen Substitutionsreaktion.  Da Phosphor eine hohe Affinität zu Sauerstoff zeigt, 
erfolgte im ersten Reaktionsschritt ein Angriff des 
Triphenylphosphins am Sauerstoffatom der 
Hydroxygruppe. Hierbei enstand intermediär ein 
geladener Triphenylphosphoroxokomplex, der aufgrund 
der Triebkraft der Bildung der Sauerstoff-Phosphor-
Doppelbindung zerfällt. Zeitgleich griff das in der Lösung 
entstehende Bromidion nukleophil an und es bildete sich 
das gewünschte Produkt 100. Die Übertragung der 
literaturbekannten Methode zur Bromierung[150] auf monoglycosidierte Furane verlief somit 
ohne Probleme.  Für die Darstellung der gewünschten Sulfonsäure wurde die Zwischenstufe 
100 über eine nukleophile Substitutionsreaktion thioacetyliert (111) und anschließend zur 
entsprechenden Sulfonsäure 112 oxidiert. Die Abspaltung der Benzoylschutzgruppen verlief 
analog. Die isolierte Sulfonsäure 113 wurde anschließend auf ihre biologische Wirksamkeit 
untersucht.  
Der Vergleich der Toxizität der Sulfonsäure 113 mit der des Sulfats 82 im SRB-Assay führte 
zum Ergebnis, dass die Sulfonsäure 113 unter gleichen Bedingungen wie das Sulfat 82 nicht 
einmal in einer Konzentration von 5 mM einen eindeutigen zytotoxischen Effekt besitzt. 
Verglichen mit der reagenzfreien Kontrolle war eine 
leichte Stagnation des Wachstums der WM-115-Zellen 
zu beobachten, jedoch hatten sich selbst nach 72 
stündiger Inkubation mit dem Mimetikum 113 nur ein 
Teil der Zellen abgelöst. Dies war  aufgrund des 
minimalen strukturellen Unterschieds zwischen Sulfat 
und Sulfonsäure nicht zu erwarten. Hier scheinen 
geringfügige Änderungen in der Geometrie einen entscheidenden Einfluss auf die 
Wirksamkeit der Mimetika zu haben. Dies zeigte sich auch in den Adhäsionsexperimenten 
an WM-266-4. Das Sulfonat 113 hemmte selbst in einer Konzentration von 5 mM die 
Adhäsion um lediglich 1 %, das analoge Sulfat 82 hingegen um 49 %. Somit wird deutlich, 
dass als strukturell wirksame Einheit am Furankern die Sulfatgruppe der Sulfonsäure  
Da die hier beschriebene Sulfonsäure 113 in den jeweiligen zellulären Assays keine 
Wirksamkeit zeigte, wurde auf weitere Untersuchungen bzgl. der biologischen Abbaubarkeit 
verzichtet. Grundsätzlich ist jedoch anzumerken, dass Sulfonate einem biologischen Abbau 
besser zugänglich sind als analoge Sulfate, da hier eine Weiteroxidation und somit eine 
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7.2 Saccharidmimetika auf Basis unterschiedlicher Core-Moleküle 
 
Der Einsatz verschiedener Core-Moleküle lieferte nicht nur eine Vielfalt von Strukturen, 
sondern gab auch Aufschluss darüber, ob der Kern für die biologische Wirksamkeit der 
Saccharidmimetika eine entscheidende Rolle spielt.  
Laut den Ergebnissen des Molecular Modelling hat die Core-Moleküleinheit keinen großen 
Einfluss auf die biologische Aktivität der Mimetika, da der Furankern im Grundgerüst von 
GSF 72 keinerlei Wechselwirkungen mit den Aminosäuren in der Bindungstasche des 
Integrins v3 eingeht. Die Cyclohexenverbindung 89 dockt analog zu GSF 72 mit einer 
vergleichbaren Wechselwirkungsenergie an die Bindungsstelle des Integrins an.  Dies 
bedeutet theoretisch, dass 89 einen ähnlichen Einfluss auf die Zellmigration und –adhäsion 
der humanen Melanomzellen hat. Aufgrund dieser Annahme wurde eine GSF-analoge 
Verbindung synthetisiert, die sich lediglich in der Core-
Moleküleinheit unterscheidet.  
Die Synthese des Core-Moleküls trans-
Cyclohexendimethanol erfolgte in mehreren Schritten 
gemäß der literaturbekannten Methode bis zur 
entsprechenden Carbonsäure 35.[146] Die darauffolgende 
Syntheseroute - Veresterung der Carbonsäure zum entsprechenden 
Carbonsäuremethylester 36 und Reduktion zum gewünschten Produkt trans-
Cyclohexendimethanol 37 - wurde in dieser Arbeit entwickelt und verlief in guten Ausbeuten. 
Anschließende Glycosilierung und Sulfatierung lieferte nach Entschützung das 
Saccharidmimetikum 89. Die Untersuchungen der 
biologischen Aktivität von 89 zeigten, dass dieses in einer 
Konzentration von 5 mM weder eine Hemmung der 
Zellmigration noch eine Inhibition der Adhäsion der 
humanen Melanomzellen WM-115 und WM-266-4 an 
Fibronectin bewirkt. Weiterhin besaß 89 selbst nach 72 
stündiger Inkubation keine zytotoxischen Eigenschaften. 
Diese Resultate verdeutlichen, dass die Core-Einheit des Mimetikums eine wichtige 
Komponente für die Wirksamkeit darstellt.  
Um einen direkten Vergleich zur Leitstruktur GSF 72 ziehen zu können, wurde ein Core-
Molekül ausgewählt, das sich strukturell kaum vom 3,4-Bishydroxymethylfuran 9 
unterscheidet, nämlich das 3,4-Bishydroxymethylthiophen. Die Synthese verlief gemäß 
Literatur[147]. Zusätzlich wurde ein Zwischenprodukt der Synthese, 2,5-Dichloro-3,4-
Bishydroxymethylthiophen isoliert und anschließend zum entsprechenden sulfatierten 

















Schema 75: GST (95). 
 Diskussion  





einer Konzentration von 5 mM zytotoxisch gegenüber WM-115-Zellen. Die Kombination des 
Core-Moleküls 3,4-Bishydroxymethylthiophen mit der am Kern befindlichen Sulfatgruppe 
führte, verglichen mit der analogen Verbindung GSF 72 und anderen sulfatierten Mimetika, 
zu einer Herabsetzung der zytotoxischen Eigenschaften. Beide Mimetika zeigten keine 
signifikante Inhibition der Adhäsion von WM-266-4-Melanomzellen an Fibronectin. Dichloro-
GST 97 führte sogar zu einer leichten Stimulation, wobei GST 95 in einer Konzentration von 
0.1 mM die Adhäsion um 12 % hemmte. Eine weitere Konzentrationserhöhung auf 5 mM 
führte  zu einer maximalen Inhibition von 18 %. Rein 
strukturell gesehen unterscheiden sich GST 95 und 
GSF 72 lediglich im Core-Molekül. Der Furansauerstoff 
in der Leitstruktur GSF 72 scheint aufgrund seiner 
elektronischen Eigenschaften im Gegensatz zum 
Schwefel im Thiophengrundgerüst in Interaktion mit 
dem Proteingerüst des Integrins v3 zu treten und 
somit einen anti-adhäsiven Effekt zu verursachen. Diese 
Ergebnisse waren aufgrund des Molecular Modelling nicht zu erwarten, da der 
Furansauerstoff laut Modell mit keiner der Aminosäuren des Proteingerüstes interagiert.  
Die Auswahl der Core-Molekülstruktureinheit hat aber gemäß den experimentellen 
Untersuchungen einen entscheidenden Einfluss auf die Wirksamkeit der Saccharidmimetika. 
 
7.3 Übersicht zum Einfluss der Struktureinheiten  
 
Die Resultate der unterschiedlichen biologischen Assays lieferten wichtige Hinweise auf die 
strukturell wirksamen Komponenten der in dieser Arbeit entwickelten Saccharidmimetika. 
Für die biologische Wirksamkeit und Abbaubarkeit der Mimetika sind folgende 
Strukturelemente wichtig: 
 
a) Einfluss auf die Zytotoxizität 
 
 Core-Molekül 
4,5-Bishydroxymethyl-trans-Cyclohexen < 3,4-Bishydroxymethylthiophen < 3,4-
Bishydroxymethylfuran 
 
 Funktionelle Einheit am Core-Molekül/Saccharid 
Hydroxy (-OH) < Carbonyl (-CHO) = Carboxyl (-COOH) < SO3H (Sulfonsäure) < 












Schema 76: Dichloro-GST (97). 
 Diskussion  






D-Galactose = D-Glucose < D-Xylose 
 
b) Hemmung der Zellmigration  
 
 Core-Molekül 
4,5-Bishydroxymethyl-trans-Cyclohexen < 3,4-Bishydroxymethylthiophen < 3,4-
Bishydroxymethylfuran 
 
 Funktionelle Einheit am Core-Molekül/Saccharid 
Hydroxy (-OH) < Carbonyl (-CHO) = Carboxyl (-COOH) =SO3H (Sulfonsäure) < Fluor 
(-F) < Sulfat (-OSO3H)  
 
 Saccharid 
D-Xylose = D-Lactose = 2-Deoxy-glucose = D-Fucose = L-Fucose < D-Glucose < D-
Galactose 
 
c) Hemmung der Zelladhäsion 
 
 Core-Molekül 
4,5-Bishydroxymethyl-trans-Cyclohexen < 3,4-Bishydroxymethylthiophen < 3,4-
Bishydroxymethylfuran 
 
 Funktionelle Einheit am Core-Molekül/Saccharid 
Hydroxy (-OH) < Carbonyl (-CHO) = Carboxyl (-COOH) = SO3H (Sulfonsäure) < 
Sulfat (-OSO3H) < Fluor (-F)   
 
 Saccharid 
2-Deoxyglucose = D-Fucose = L-Fucose < D-Xylose < D-Glucose < D-Galactose 
 
d) Einfluss auf die biologische Abbaubarkeit 
 
 Core-Molekül 
4,5-Bishydroxymethyl-trans-Cyclohexen < 3,4-Bishydroxymethylthiophen <  3,4-
Bishydroxymethylfuran  
 
 Funktionelle Einheit am Core-Molekül/Saccharid 
-OCH3 < -COOH < -OSO3H < -F < -CHO < -OH < -SO3H 
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8  Schlussfolgerungen und Ausblick 
 
Die zahlreichen Modifikationen der Leitstruktur GSF 72 führten sowohl zu einer verbesserten 
biologischen Wirksamkeit als auch zu einer besseren biologischen Abbaubarkeit der in 
dieser Arbeit synthetisierten Saccharidmimetika als GSF 72. Durch die Einführung eines 
Fluoratoms am furanoiden Grundgerüst wurde GFF 102 isoliert, das im Vergleich zu GSF 72 
einen deutlich besseren Inhibitor der Zellmigration und -adhäsion humaner Melanomzelllinien 
darstellt. Weiterhin ist GFF 102 einem biologischen Abbau durch Mikroorganismen leichter 
zugänglich als GSF 72.  
Mit der Platzierung einer zweiten Sulfatgruppe in der Saccharideinheit GSF 72 wurde GSSF 
121 gewonnen, das aufgrund seiner chelatisierenden Eigenschaften zwar einen potenten 
Inhibitor der Zellmigration darstellt, jedoch keine verbesserten inhibierenden Eigenschaften 
bezüglich der Adhäsion humaner Melanomzellen an das ECM-Protein Fibronectin zeigt. 
Anhand von Vergleichsexperimenten wurde deutlich, dass ein Saccharidmimetikum, welches 
die Zellmigration unterbinden soll, komplexierende Eigenschaften besitzen sollte, wie 
beispielsweise GSSF 121 oder das Antidot DMPS. Ein potenter Inhibitor der Zelladhäsion 
sollte ähnliche hydrophobe Eigenschaften wie das fluorierte Saccharidmimetikum GFF 102 
aufweisen. Eine Kombination dieser beiden strukturellen Komponenten – die negativ 
geladene Sulfatgruppe und die hydrophobe Fluorgruppe - würde möglicherweise zu einem 
Saccharidmimetikum führen, das sowohl die Zellmigration als auch die Zelladhäsion deutlich 
inhibiert. In Schema 77 sind zwei sinnvolle Optimierungsmöglichkeiten von GSF 72 (Struktur 
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Eine Fluorierung in Position 6 der Galactose würde zudem mit den Ergebnissen des Blind 
Dockings von M. Frank in Einklang stehen, da die Hydroxygruppe in dieser Position des 
Saccharids mit dem Proteingerüst des Integrins in Interaktion tritt. Falls es im realen Zustand 
tatsächlich zur Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen kommen sollte, ist durch das 
elektronegative Fluoratom eine stärkere Wechselwirkung mit dem Proteingerüst zu erwarten 
als mit der Hydroxygruppe, woraus eine Optimierung der biologischen Wirksamkeit 
resultieren würde.  
Struktur B hingegen stellt eine Optimierungsmöglichkeit des fluorierten Saccharidmimetikum 
GFF 102 dar. Hier befindet sich in  Position 6 der Saccharideinheit eine negativ geladene 
Sulfatgruppe, die im Molecular Modelling in Interaktion mit dem positiv geladenen Mangan 
des Integrins v3 tritt. 
Beide Optimierungsmöglichkeiten sind durch Anwendung einer gezielten Schutzgruppen-
strategie, wie sie in dieser Arbeit präsentiert wurde, leicht synthetisierbar. 
Desweiteren sollte untersucht werden, ob es sich bei den Saccharidmimetika um v3-
Antagonisten handelt oder nicht, da während der Untersuchungen der biologischen 
Wirksamkeit der Mimetika mit den beiden verwendeten Melanomzelllinien unterschiedliche 
Effekte zu verzeichnen waren. Auf die humane Melanomzelllinie WM-115 war ein 
stimulierender Effekt der Mimetika in den Migrations- und Adhäsionsexperimenten zu 
beobachten, während diese auf die dazugehörige Metastase WM-266-4 hemmend wirkten. 
Eine einfache Erklärung liegt in dem Fehlen der v-Untereinheit bei WM-115. Möglicherweise 
interagieren die Saccharidmimetika neben dem v3-Rezeptor noch mit anderen Rezeptoren 
oder Epitopen. Diese Vermutung sollte durch experimentelle Untersuchungen bestätigt 
werden. Eine einfache Methode beschreiben Legler et al durch die Verwendung von srv3 
(soluble recombinant mouse v3 integrin)
[158]. Hierbei kann auf einfache Art und Weise das 
Integrin v3 auf einer Oberfläche fixiert, mit den jeweiligen Mimetika inkubiert und auf die 
Adhäsion an ECM-Proteine wie Fibronectin untersucht werden. Die Kenntnis über den 
Rezeptor würde zudem weitere Hinweise auf die Struktur der wirksamen Mimetika liefern. 
Weiterhin sollte untersucht werden, ob die in dieser Arbeit dargestellten Saccharidmimetika 
tatsächlich an die Zellen binden und eine Wirkung auf die Zell-ECM-Wechselwirkung von 
Melanomen haben. Geladene Mimetika wie GSF 72 und GSSF 121 binden möglicherweise 
an die ECM, da sie aufgrund ihrer Ladung nicht durch Diffusion in die Zelle hinein gelangen 
können. Hydrophobe Saccharidmimetika wie GFF 102 könnten jedoch aufgrund ihrer 
strukturellen Eigenschaften in die Zelle gelangen und dort entsprechende Rezeptoren 
ansprechen. Eine Möglichkeit zur Untersuchung dieser Fragestellungen bietet die 
Markierung der Glycosidmimetika über eine Diels-Alder-Reaktion mit Biotin oder 
Fluoreszenzmarkern. Allerdings ist diese Markierung eher nachteilig für die Gesamtstruktur 
der Mimetika, da durch die Kopplung der „Small Molecules“ (Saccharidmimetika) mit den 
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strukturell raumerfüllenderen Markern die stereochemischen Eigenschaften der Mimetika zu 
stark verändert würden. Eine weitere Möglichkeit der Markierung liegt u.a. in der Einführung 
von Radionukliden wie z.B. 18F oder 14C, welche auf die Stereochemie und die Größe der 
Small Molecules keinen Einfluss haben. Zusätzlich würde sich durch Markierung mit Fluor-18 
die Möglichkeit zur molekularen Bildgebung über PET in vivo eröffnen. 
 
Neben der leichten synthetischen Zugänglichkeit der Saccharidmimetika, die in dieser Arbeit 
präsentiert wurde, sollte zudem ein biologisches Screening angewandt werden, das eine 
parallele experimentelle Untersuchung der Mimetika zulässt. Die hier anfängliche Screening-
Methode (Migrationsassay) sollte nicht ausschließlich für die Bewertung der 
Glycosidmimetika herangezogen werden.  Die Methodik sah vor, dass Substanzen nur weiter 
auf ihr Inhibitionspotential hinsichtlich der Adhäsion untersucht werden, wenn die 
Substanzen in der Migration als Inhibitoren Wirkung zeigten. Es kann jedoch, wie in dieser 
Arbeit gezeigt wurde, nicht davon ausgegangen werden, dass potente Inhibitoren der 
Migration auch gleichzeitig Inhibitoren der Adhäsion sind. 
Durch die Verwendung des hier in dieser Arbeit optimierten Adhäsionsassays 
(„Methylenblau-Assay“) ist zudem eine höhere Testrate der Mimetika möglich, was mit der 
ursprünglich verwendeten Methode[145] nicht möglich war. Dort wurden Zellen radioaktiv 
markiert und über die, an die ECM-Protein beschichtete Platte, gebundenen Radioaktivität 
die Zelladhäsion berechnet. Dies ist wesentlich zeitintensiver und führte zu großen 
Schwankungen in den Werten, da jedes Mal eine Eichkurve (Zellzahl gegen Radioaktivität) 
erstellt werden musste. Der „Methylenblau-Assay“ ist kostengünstiger, weniger zeitintensiv 
und liefert, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, eindeutig vergleichbare Ergebnisse. Neue zu 
synthetisierende Mimetika sollten aufgrund dieser Erkenntnisse parallel in Migrations- und 
Adhäsionsexperimenten auf ihre biologische Wirksamkeit getestet werden.   
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9 Experimenteller Teil 
 
9.1 Synthese 
Alle chemischen Reaktionen wurden in wasserfreien, käuflich erworbenen Lösungsmitteln 
durchgeführt. Die für die Synthese notwendigen Reagenzien und Edukte wurden, falls nicht 
anders angegeben, über folgende Firmen erworben: Sigma-Aldrich (Deisenhof, D), Merck 
(Darmstadt, D), Fluka (Neu-Ulm, D). 
Die jeweiligen benzoylgeschützten Saccharidbausteine wurden z.T. von der Firma ChemCon 
bis zur Stufe des anomer entschützten Saccharides synthetisiert. 
 
Dünnschichtchromatographie und Sprühreagenzien 
 Aluminiumfolien „Kieselgel 60 F254“  der Firma Merck  
  „Polygram Sil G/UV254“-Platten der Firma Macherey&Nagel 
 
Die Detektion erfolgte im UV, durch Entwicklung  durch Besprühen und anschließender 
Wärmbehandlung  mit eines der folgenden Färbereagenzien: 
 Cer-Molybdän-Sprühreagenz: Ammoniummolybdat (20 g) und Cer(IV)sulfat (0.4 g) in 
10%iger Schwefelsäure (400 ml) 
 Vanillin-Schwefelsäure-Sprühreagenz: 1% Vanillin in 15% iger Schwefelsäure. 
 
Kernresonanzspektroskopie 
1H-NMR: Bruker AM 250 (250 MHz) [Bruker, Rheinstetten, D] 
Bruker Am 500 (500 MHz) [Bruker, Rheinstetten, D] 
13C-NMR: Bruker AM 250 (63 MHz) [Bruker, Rheinstetten, D] 
Bruker Am 500 (125 MHz) [Bruker, Rheinstetten, D] 
Abteilung Zentrale Spektroskopie des DKFZ, Heidelberg 
 
Massenspektroskopie 
Elektrospray-Ionisation (ESI) [Finnigan MAT TSQ 7000] 





 Experimenteller Teil  





9.1.1 Synthese der verschiedenen Grundgerüste 
9.1.1.1 Synthese der Furane 
Synthese von 2,5-Bisyhydroxymethylfuran (10) 
Wurde von der Abteilung Prof. Dr. M. Wiessler zur Verfügung gestellt. 
Synthese von 3,4-Bishydroxymethylfuran (9) 
Lithiumaluminiumhydrid (6.5 g, 162 mmol) wird in absolutem THF bei Raumtemperatur 
vorgelegt. Furandicarbonsäureester (25 g, 135 mmol) wird in THF gelöst und langsam 
zugetropft. Mittels Eisbad wird die Reaktionslösung gekühlt. Nach Rühren über Nacht wird 
die Lösung unter Rückfluss erhitzt. Die Lösung läßt man Abkühlen und fügt vorsichtig 6.5 ml 
H2O, 6.5 ml 10%-ige NaOH-Lösung und 19.5 ml H2O hinzu. Nach Filtration und Trocknen 
über Na2SO4 engt man das Filtrat am Rotationsverdampfer ein. Die Aufreinigung des 
Rohproduktes erfolgt entweder säulenchromatographisch (HE/EE 1:2) oder über Destillation. 
Man erhält das gewünschte Produkt 9 in 90%iger Ausbeute als klares Öl. 
 
 Rf (HE/EE 1:2): 0.04 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 150.9 [M+Na]+ (100); 278.9 [2M+Na]+  
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3): δ = 3.88 (2H, b, OH), 4.50 (4H, s, H-1’), 7.34 (2H, s, H-2, 
H-5). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3): δ = 60.2 (C-1’), 118.1 (C-3, C-4), 146.3 (C-2, C-5). 
Synthese von 2,3-Bishydroxymethylfuran (14) 
1 eq. 2,3-Diacetylfuran 13 werden in 100 ml Lösungsmittelgemisch Et3N/MeOH/H2O (3:2:1) 
suspendiert. Nach 5 h Rühren bei RT wird das Lösungsmittel evaporiert. Der Rückstand wird 
mit Ethanol aufgenommen und nachgedampft. Säulenchromatographische Aufreinigung an 
Kieselgel mit CH2Cl2/MeOH ergibt das Produkt 14 in einer Ausbeute von 90% als klares Öl. 
 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 279.0 [2M+Na]+ (100) ; 151.0 [M+Na]+ (71). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 2.72 (b, 2H, OH), 4.38 (s, 2H, H8), 4.61 (s, 2H, H6), 
6.35 (d, 1H, J (H2, H1) = 15.02 Hz, H2), 7.23 (d, 1H, J(H1, H2) = 15.03 Hz, H1). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 55.1 (C6), 58.2 (C8), 112.5 (C2), 121.8 (C3), 141.8 
(C1), 150.1 (C1). 
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Synthese von 2,4-Bishydroxymethylfuran (12) 
1 eq. 2,4-Diacetylfuran 11  werden in 100 ml Lösungsmittelgemisch Et3N/MeOH/H20 (3:2:1) 
suspendiert. Nach 5 h Rühren bei RT wird das Lösungsmittel evaporiert. Der Rückstand wird 
mit EtOH aufgenommen und nachgededampft. Säulenchromatographische Aufreinigung an 
Kieselgel mit CH2Cl2/MeOH ergibt das Produkt 12 in einer Ausbeute von 95% als klares Öl. 
 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 279.0 [2M+Na]+ (56) ; 151.0 [M+Na]+ (58). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 2.24 (b, 2H, OH), 4.41 (s, 2H, CH2-OH), 4.65 (s, 2H, 
CH2-OH), 6.33 (s, 1H, H2-Furan), 7.14 (s, 1H, H4-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 57.2, 57.4 (C6/C8), 108.3 (C2), 123.9 (C3), 137.1 
(C4), 155.9 (C1). 
Synthese von 2,5-Dimethyl-3,4-bishydroxymethylfuran (15) 
Wurde von der Abteilung Prof. Dr. M. Wiessler zur Verfügung gestellt. 
 
9.1.1.2 Synthese von trans-Cyclohexen-1,2-dimethanol (37) 
Die Synthese erfolgte in vier Schritten. 
1.) Synthese von trans-Cyclohexencarbonsäurechlorid (34) 
Fumarsäurechlorid wird in absoluten Ether bei einer Temperatur von -10° C vorgelegt. Über 
eine Kanüle wird langsam 1,3-Butadien zugeleitet. Nach 4 h ist die Reaktion abgeschlossen. 
Das Produkt 34 wird als weiße Kristalle mit einer Ausbeute von 45 % isoliert und sofort 
weiter umgesetzt. 
2.) Synthese von trans-Cyclohexencarbonsäure (35) 
Das in Syntheseschritt 1 erhaltene Carbonsäurechlorid 34 wird in kühlem Wasser 
hydrolysiert. Nach Rühren über Nacht erhält man die freie Carbonsäure 35 in einer Ausbeute 
von 81 % Prozent als weiße Nadeln. 
 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 169.1 [M-H]- (100) ; 339.1 [2M-H]- (53). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 2.59 (m, 4H, H3/H3´, H6/H6´), 3.37 (m, 2H, H4/H5), 
5.76 (m, 2H, H1/H2). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 30.7 (C3-CH2), 32.7 (C6-CH2), 47.0, 48.3 (C4, C5, 
CH), 129.5, 131.44 (C1/C2, C=C), 175.6, 180.7 (C=O). 
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3.) Synthese von trans-Cyclohexencarbonsäureester (36) 
10.3 g Carbonsäure 35 werden in Methanol gelöst und mit 15 ml konzentrierter H2SO4 unter 
Eiskühlung versetzt. Nach 2 h Rühren bei RT und 3 h Reflux (DC-Kontrolle) wird die Lösung 
mit 200 ml Wasser verdünnt und dreimal mit EE extrahiert. Die vereinigten organischen 
Extrakte werden mit gesättigter NaHCO3-Lösung und H2O gewaschen, über Na2SO4 
getrocknet und das Lösungsmittel evaporiert. Das Produkt 36 wird nach 
säulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (CH2Cl2/CH3OH) in einer Ausbeute 
von 80% erhalten. 
 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 216.1 [M+NH4
+]+ (100) ; 199.0 [M+H]+ (75) ; 414.1 [2M+Na]+ 
(26). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 2.44 (m, 2H, H3/H6), 2.83 (m, 2H, H3´/H6´), 3.69 (m, 
2H, H4/H5), 5.68 (m, 2H, H1/H2). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 33.2 (C2/C5-Cyclo, CH), 46.5 (C3/C4-Cyclo, CH2), 
57.2 (CH3), 130.3 (C1/C6-Cyclo, C=C), 180.6 (C=O). 
4.)  Synthese von trans-Cyclohexen-1,2-dimethanol (37) 
0.76 g Lithiumaluminiumhydrid werden in absolutem THF vorgelegt. 3.3 g Carbonsäureester 
36 wird in wenigen ml THF gelöst und langsam zugetropft. Um eine zu schnelle  Erwärmung 
des Reaktionsgemisches zu vermeiden, wird mittels eines Eisbades gekühlt. Die Reaktion 
wird durch Zugabe von 0.8 ml H2O, 0.8 ml 15%ige NaOH und 2.4 ml H2O abgebrochen und 
über Celite filtriert. Nach Trocknen über Na2SO4 erfolgt die Aufreinigung des Rohproduktes 
via Destillation. Das Produkt 37 wird in einer Ausbeute von 75% erhalten. 
 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 285.2 [2M+H]+ (84). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 1.55 (m, 2H, H4/H5), 2.14 (m, 4H, H3/H3´, H6/H6´), 
3.31 (m, 2H, CH2-OH), 5.65 (m, 2H, H1/H2). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 26.7 (C3, C6, 2xCH2), 40.2 (C4, C5, 2xCH),  64.7 
(C7, C8, 2xCH2), 125.5 (C1, C2, C=C). 
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9.1.1.3 Synthese von 3,4-Bishydroxymethylthiophen (51) 
Die Synthese erfolgte in drei Schritten. 
1.) Umsetzung von 2,5-Dichlorothiophen (48) zu 2,5-Dichloro-3,4-bis(chlormethyl)-
thiophen (49)  
30.6 g  2,5-Dichlorthiophen 48 und 55 g Chlormethylether werden in 150 ml Carbondisulfid 
gelöst und auf 0° C gekühlt. 60 g Zinntetrachlorid wird in 10 ml Carbondisulfid gelöst und 
langsam zugetropft. Nach einer Stunde Rühren bei 0° C wird die Lösung für 2 h auf 30° C  
erwärmt. Nach Zugabe von Eiswasser wird der organische Rückstand über Destillation 
aufgereinigt. Das Produkt 49 wird in einer Ausbeute von 65% als weißes Pulver erhalten. 
 
 Rf (CHCl3/MeOH 10 :1) = 0.75 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 284.3 [M+Cl]+ (73) ; 534.8 [2M+Cl]+ (17). 
 1H-NMR (250 MHz, C3D6O) : δ = 4.61 (s, 4H, CH2-Cl). 
 13C-NMR (63 MHz, C3D6O) : δ = 43.3 (CH2), 118.1 (C2, C5), 140.6 (C3, C4. 
 
2.)  Hydrolyse von 2,5-Dichlor-3,4-bis(chlormethyl)thiophen (49) 
2,5-Dichlor-3,4-bis(chlormethyl)thiophen 49 und Wasser werden für 24 h unter Rückfluss bis 
zur vollständigen Umsetzung erhitzt. Die Lösung wird warm filtriert. Das Produkt 50 erhält 
man in einer Ausbeute von 75 % als weiße Kristalle. 
 
 Rf (CHCl3/MeOH 10 :1) = 0.68 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 249.0 [M+Cl]+ (100) ; 460.9 [2M+Cl]+ (11). 
 1H-NMR (250 MHz, C3D6O): δ = 3.03 (b, 2H, -OH), 4.63 (d, 4H, Ar-CH2-OH). 
 13C-NMR (63 MHz, C3D6O) : δ = 47.5 (CH2), 125.6 (C3, C4), 138.3 (C2, C5). 
 
3.)  Synthese von 3,4-Bishydroxymethylthiophen (51) 
4 g Kaliumhydroxid werden in 80 ml Methanol gelöst. 4 g 2,5-Dichlor-3,4-bis(hydroxy-
methyl)thiophen 50 und 4 g Pd/C werden unter Stickstoffatmosphäre zugegeben. Die 
Reaktionslösung wird unter Rückfluss erhitzt, wobei Wasserstoff in die Lösung eingeleitet 
wird. Nach 45 h wird die Lösung filtriert, das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt und 
der Rückstand mit Aceton extrahiert. Aceton wird abkondensiert und der Rückstand mit 
trockenem Diethylether versetzt. Die etherische Lösung wird bei -20° C gelagert, wobei 
selbst nach 3 Tagen keine Kristalle zu beobachten sind. Der Ether wird vorsichtig am 
Rotationsverdampfer entfernt und der Rückstand mit Toluol/Aceton 3:1 
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säulenchromatographiert. Das gewünschte Produkt 51 wird in einer Ausbeute von 9 % 
erhalten. 
 
 Rf (CHCl3/MeOH 10 :1) = 0.64 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 162.0 [M+NH4
+]+ (100) 
 1H-NMR (250 MHz, CD3OD): δ = 4.09  (s, 2H, OH), 4.78 (s, 4H, CH2) , 7.25 (s, 2H, 
Ar-H). 
 13C-NMR (63 MHz, CD3OD): δ = 61.6 (CH2), 123.5 (C3, C4), 146.7 (C2, C5). 
9.1.1.4 Synthese von 1,2-Benzoldimethanol (44) 
Wurde von der Firma Sigma/Aldrich bezogen. 
9.1.1.5 Synthese von 1,3,5-Trishydroxymethylcyclohexan (TMC) (56) 
Die Synthese von 1,3,5-Trishydroxymethylcyclohexan 56 erfolgte in zwei Schritten. 
 
1.) Synthese von 1,3,5-Tricarbonsäureethylester (55) 
10 g cis,cis-1,3,5-Cyclohexentricarbonsäure 54 werden in 200 ml EtOH gelöst und unter 
Eiskühlung mit 17 ml konz. H2SO4 versetzt. Nach 2 h Rühren bei RT und 3 h Reflux (DC-
Kontrolle) wird die Lösung mit 200 ml Wasser verdünnt und dreimal mit EE extrahiert. Die 
vereinigten organischen Extrakte werden mit gesättigter NaHCO3-Lösung und H2O 
gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und das Lösungsmittel evaporiert. Das Produkt 55 wird 
nach säulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (CH2Cl2/CH3OH) in einer 
Ausbeute von 83 % erhalten. 
 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 323.0 [M+Na]+ (100) ; 301.1 [M+H]+ (97). 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ= 1.26 (t, 9H, J (CH3/H2) = 7.14 Hz), 1.55 (m, 3H, 
Cyclo-CH), 2.32 (m, 6H, Cyclo-CH2), 4.14 (q, 6H, CH2 (Ester).  
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 14.2 (CH3), 30.5 (Cyclo-Csek), 41.9 (Cyclo-Ctert), 60.7 
(O-CH2),  174.1 (C=O). 
 
2.)  Synthese von 1,3,5-Trishydroxymethylcyclohexan (56) 
1.6 g Lithiumaluminiumhydrid wird in absolutem THF vorgelegt. 5 g Carbonsäureester  55 
wird in wenigen ml THF gelöst und langsam zugetropft. Um eine zu schnelle  Erwärmung 
des Reaktionsgemisches zu vermeiden, wird mittels eines Eisbades gekühlt. Die Reaktion 
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wird durch Zugabe von 1.6 ml H2O, 1.6 ml 15%ige NaOH und 4.8 ml H2O abgebrochen und 
über Celite filtriert. Nach Trocknen über Na2SO4 erfolgt die Aufreinigung des Rohproduktes 
via Destillation. Das Produkt  56 wird in einer Ausbeute von 67 % erhalten. 
 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ =0.63 (m, 3H, H2´/H4´/H6´), 1.49 (m, 3H, H1/H3/H5), 
1.63 (m, 3H, H2/H4/H6), 3.39 (m, 6H, CH2OH). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 30.7 (C3, C5, C7, 3xCH
2), 38.1 (C2, C4, C6, 3xCH), 
66.9 (C8, C9, C10, 3xCH2-OH). 
 
3.)  Synthese von 1,3-Bishydroxymethyl-5-Benzylcyclohexan (57) 
 
1 eq. 1,3,5-Trishydroxymethylcyclohexan 56 wird in 100 ml DMF vorgelegt und über ein 
Eisbad auf 0° C abgekühlt. Nach langsamer Zugabe von 1 eq. Natriumhydrid wird 1 eq. 
Benzylbromid langsam hinzugetropft. Die Lösung lässt man für weitere 24 h bei einer 
Temperatur von 0-10° C rühren. Nach beendeter Reaktion wird das Lösungsmittel DMF 
evaporiert. Der Rückstand wird mit CHCl3 aufgenommen und mehrere Male mit H2O 
ausgeschüttelt. Nach Trocknen der organischen Phase über Na2SO4 wird das Lösungsmittel 
am Rotationsver-dampfer entfernt. Es erfolgt eine säulenchromatographische Aufreinigung 
an Kieselgel (CH2Cl2/CH3OH), wobei das Produkt 57 in einer Ausbeute von 56 % als weißes 
Pulver erhalten wird. 
 
 Masse (ESI) : m/z (%) =  287.3 [M+Na]+ (73), 551.2 [2M+Na]+ (13) 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ =0.71 (m, 3H, H2´/H4´/H6´), 1.55 (m, 3H, H1/H3/H5), 
1.74 (m, 3H, H2/H4/H6), 3.35 (m, 4H, CH2OH), 3.57 (m, 2H, CH2-OBn), 4.76 (m, 2H, 
O-CH2-Bn), 7.03-7.15 (m, 5H, Bn). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 30.7 (C3, C5, C7, 3xCH
2), 38.1 (C2, C4, C6, 3xCH), 
66.9 (C8, C9,  2xCH2-OH), 75.4 (CH2-Bn), 78.9 (CH2-OBn), 127.1-129.3 (Bn). 
 
9.1.2 Synthese der Furan-Saccharidmimetika 
9.1.2.1 Allgemeine Vorschrift für die Glycosidierung der Furane 
1.1 eq. Imidat (z.B. 2,3,4,5-Tetra-O-Benzoyl--D-galactose-imidat 2) wird in absolutem 
Dichlormethan vorgelegt und auf -40°C gekühlt. Nach Zugabe von 1 eq. Furan werden 
katalytische Mengen von TMS-Triflat hinzugefügt. Die Lösung lässt man langsam auf 
Raumtemperatur erwärmen (2 h) und noch weitere 2 h rühren gelassen. DC-Kontrolle erfolgt 
mit einem HE/EE-Gemisch. Die Reaktion wird mit halbgesättigter Natriumhydrogen-
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carbonatlösung abgebrochen. Die organische Phase wäscht man dreimal mit gesättigter 
NaHCO3-Lösung und dreimal mit Wasser. Nach dem Trocknen über Na2SO4 wird das 
Lösungsmittel evaporiert. Es erfolgt eine säulenchromatografische Aufreinigung an Kieselgel 
mit Hexan-Essigester. Das Monosaccharid wird als weißer Schaum mit einer Ausbeute von 




 Rf (HE/EE=7:3) = 0.27  
 Masse (ESI): m/z (%) =724.3 [M+NH4]
+ (100), M=706 
 1H-NMR (250MHz, CDCl3): δ = 4.31 (m, 3H, CH2-Furan, H5), 4.51 (dd, 1H, J(H6´, 
H6)= 11.25 Hz, J(H6´, H5)=6.19 Hz, H6´), 4.63 (d, J(H,H´) = 12.07 Hz, CH2´- Furan), 
4.74 (dd, 1H, J(H6, H6´) = 11.25 Hz, J(H6,H5) = 6.19 Hz, H6), 4.82 (d, 1H, J(CH,H´) 
= 12.07 Hz, CH´2-Furan), 4.90 (d, 1H, J(H1,H2) = 8.01 Hz, H1) 5.61 (dd, 1H, J(H3,H2) 
= 9.97 Hz, J(H3,H4) = 3.28 Hz, H3), 5.80 (dd, 1H, J(H2,H3) = 9.97 Hz, J(H2,H1) = 
8.01 Hz, H2), 5.99 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.28 Hz, H4), 7.3-8.09 (m, 22H, Bz, H2/ H5-
Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 55.7 (CH2OH), 62.1 (CH2O-Gal), 69.6, 71.2, 71.3, 
76.4, (C2-, C3-, C4-, C5-Gal), 99.8 (C-1), 120.3 (C3-Furan) 124.5 (C4-Furan); 128.4-





 Rf (HE/EE 7 :3) = 0.3 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 724.2 [M+NH4]
+ (100), 729.2 [M+Na]+ (21). 
 1H-NMR (250 MHz, CD3OD) : δ = 4.22 (dd, 1H, J(H5,H6´) = 7.13 Hz, J(H5,H6) = 
10.73 Hz, H5), 4.33 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.21 Hz, J(H6´,H5) = 7.13 Hz, H6´), 4.50 
(d, 1H, J(CH,H´) = 12.93 Hz, CH,H´OGal), 4.57 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.23 Hz, 
J(H6/5) = 11.07 Hz, H6), 4.57 (d, 1H, J(H,H´) = 12.73 Hz, CH,H´OGal), 4.66 (d, 1H, 
J(CH, H´) = 12.39 Hz, CH2´-Furan), 4.79 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.89 Hz, H1), 5.44 (dd, 
1H, J(H3,H2) = 10.33 Hz, J(H3,H4) = 3.72 Hz, H3), 5.66 (dd, 1H, J(H2,H3) = 10.33 
Hz, J(H2/H1) = 7.83 Hz, H2), 5.92 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.77 Hz, H4), 7.39-8.01 (m, 
22H, Bz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CD3OD) : δ = 63.4 (CH2-Glu), 69.5 (CH2-OH), 70.5 (C6-Glu), 79.1, 
81.0, 81.4, 82.6 (C2-Glu, C3-Glu, C4-Glu, C5-Glu), 108.4 (C1-Glu), 129.6 (C3-Furan), 
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134.1 (C4-Furan), 137.4-138.9 (20xCBz), 150.5, 151.6 (C2/C5-Furan), 174.6, 174.7, 




 Rf (HE/EE 7:3) = 0.25 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 596.4 [M+NH4]
+ (78) ; 595.4 [M+Na]+ (38) ; 596.4 [M+K]+ 
(12). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 3.48 (s, 2H, CH2OH), 4.32 (dd, 1H, J(H5,H4) = 1.32 
Hz, H5), 4.54 (d, 1H, J(CH,H´) = 13.35 Hz, CH2´-Furan), 4.66 (dd, 1H, J(CH,H´) = 
13.35 Hz, CH2´-Furan), 4.82 (d, 1H, J(H1/H2) = 7.85 Hz, H1), 5.28 (m, 2H, H3, H4), 
5.68 (dd, 1H, J(H2,H3) = 10.30 Hz, J(H2,H1) = 8.01 Hz, H2), 7.26-8.01 (m, 17 H, 
OBz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 64.4 (CH2-OH), 66.6 (CH2-Xyl), 74.5, 75.7, 77.4 (C2-
Xyl, C3-Xyl, C4-Xyl), 75.8 (C5-Xyl), 104.1 (C1-Xyl), 117.8, 118.1 (C3/C4-Furan), 




 Rf (HE/EE 2 :1) = 0.3 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 609.3 [M+Na]+ (53); 1195.5 [2M+Na]+ (11). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) :  δ=1.31 (d, 3H, J(CH3,H5) = 6.57 Hz, CH3), 4.03 (dq, 1H, 
J(H5,CH3) = 6.57 Hz, J(H5,H4) = 1.08 Hz, H5), 4.33 (s, 2H, CH2OH), 4.57 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 12.34 Hz, CH´2Furan), 4.87 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.85 Hz, H1), 4.89 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 12.34 Hz, CH´2Furan), 5.54 (dd, 1H, (H3,H2) = 10.07 Hz, J(H3,H4) = 3.29 
Hz, H3), 5.71 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.29 Hz, J(H4,H5) = 1.13 Hz, H4), 5.77 (dd, 1H, 
J(H2,H3) = 10.07 Hz, J(H2,H1) = 7.85 Hz, H2), 7.31-8.23 (m, 17H, OBz, H2/H5-
Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 16.1 (CH3), 55.0 (CH2OH), 61.6 (CH2-OFuc), 69.5, 
69.7, 70.6, 72.2 (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 99.8 (C1-Fuc), 120.1 (C3-Furan), 124.6 (C4-




 Masse (ESI) : m/z (%) = 604.2 [M+NH4]
+ (100). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) :  δ = 1.37 (d, 3H, J(CH3,H5) = 6.43 Hz, CH3), 4.10 (m, 
1H, H5), 4.40 (s, 2H, CH2OH), 4.67 (d, 1H, J(CH,H´) = 11.98 Hz, CH2´-Furan), 4.89 
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(d, 1H, J(H1,H2) = 7.56 Hz), 5.55 (dd, 1H, J(H3, H2) = 10.40 Hz, J(H3,H4) = 3.44 Hz, 
H3), 5.72 (dd, 1H, J(H4,H5)= 3.44 Hz, J(H4,H5 )= 0.92 Hz, H4), 5.78 (dd, 1H, 
J(H2,H3) = 10.42 Hz, J(H2,H1) = 7.97 Hz, H2), 7.20-8.11 (m, 17H, OBz, H2/H5-
Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ= 16.3 (CH3-Fuc), 55.1 (CH2-Fuc), 61.6 (CH2-OH), 69.7, 
70.5, 71.3, 72.1 (C2-Fuc, C3-Fuc, C4-Fuc, C5-Fuc), 99.8 (C1-Fuc), 120.3 (C3-Furan), 






 Rf  (HE/EE 1 :1) = 0.45 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 1180.4 [M+H]+ (35), 1203.4 [M+Na]+ (77). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 3.69 (ddd, 1H, J(H5-Glu, H6´-Glu) = 1.04 Hz, J(H5-
Glu, H4-Glu) = 9.87 Hz, J(H6-Glu,H5) = 6.99 Hz, H5-Glu), 3.85 (dd, 1H, J(H6´-
Glu,H5-Glu)= 10.27 Hz, J(H6´-Glu,H6-Glu) = 12.79 Hz, H6´Glu), 3.94 (dd, 1H, J(H6-
Glu,H6´-Glu)= 12.79 Hz, J(H6-Glu,H5) = 6.99 Hz, H6-Glu), 4.19 (dd, 1H, J(H4-
Glu,H5-Glu) = 9.63 Hz, H4Glu), 4.44 (s, 2H, CH2OH), 4.53 (dd, 1H, J(H6-Gal, H5-Gal) 
= 6.99 Hz, J(H6-Gal,H6´-Gal) = 5.31 Hz, H6-Gal), 4.59 (ddd, 1H, J(H5-Gal, H6-Gal) = 
6.99 Hz, J(H5-Gal,H4-Gal) = 3.37 Hz, H5-Gal), 4.59 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.31 Hz, 
CH´2-Furan), 4.63 (dd, 1H, J(H6´-Gal,H5-Gal) = 6.99 Hz, J(H6´-Gal,H6-Gal) = 5.24 
Hz, H6´-Gal), 4.73 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.31 Hz, CH2-Furan), 4.82 (d, 1H, J(H1-Gal, 
H2-Gal) = 8.55 Hz, H1-Gal), 4.87 (d, 1H, J(H1-Glu,H2-Glu) = 7.50 Hz, H1-Glu), 5.45 
(dd, 1H, J(H3-Gal,H2-Gal) = 10.47 Hz, J(H3-Gal, H4-Gal) = 3.25 Hz, H3-Gal), 5.49 
(dd, 1H, J(H3-Glu,H4-Glu) = 9.87 Hz, J(H3-Glu,H2-Glu) = 7.64 Hz, H3-Glu), 5.65 (dd, 
1H, J(H2-Gal,H3-Gal) = 10.47 Hz, J(H2-Gal,H1-Gal) = 8.55 Hz, H2-Gal), 5.77 (dd, 
1H, J(H4-Gal,H3-Gal) = 3.25 Hz, J(H4Gal,H5Gal) = 0.57 Hz, H4-Gal) 5.86 (d, 1H, 
J(H2-Glu,H1-Glu) = 7.50 Hz, 7.03-8.05 (m, 37 H, 35Bz, H2-, H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 54.3 (CH2OH), 60.6, 61.1, 62.3, 66.9, 69.3, 71.0, 
71.2, 72.5, 73.4, 75.5 (C2-, C3-, C4-, C5-, C6-Glu, C2-, C3-, C4-, C5-, C6-Gal), 98.7, 
100.5 (C1-Glu, C1-Gal), 119.7, 124.5 (C3/C4-Furan), 128.2-133.5 (35xCBz), 141.4, 
141.6 (C2/C5-Furan), 164.3-166.2 (7x CBz). 
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 Masse (ESI) : m/z (%) = 724.4 [M+NH4]
+ (100) ; 729.4 [M+Na]+ (59) ; 745.4 [M+K]+ 




 Rf (HE/EE 3 :2) = 0.16 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 604.2 [M+NH4]
+ (100). 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ = 4.03 (m, 3H, H5, CH2-Furan), 4.12 (dd, 1H, 
J(H6´,H6) = 11.02 Hz, J(H6´, H5) = 7.15 Hz, H6´), 4.65 (dd, 1H, J(H6,H6´)= 12.02 Hz, 
J(H6, H5) = 8.94 Hz, H6), 4.85 (d, 1H, J(CH,H´) = 11.65 Hz, CH2´-Furan), 4.90 (d, 1H, 
J(H1, H2) = 7.52 Hz, H1), 5.59 (m, 1 H, H4), 5.70 (m, 1 H, H3), 5.81 (m, 2H, H2, H2´), 
7.26-8.05 (m, 17 H, OBz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 36.3 (C2-Desoxyglu), 55.3 (CH2-OH), 60.4 (CH2-
Desoxyglu), 63.4 (C6-Desoxyglu), 70.5, 71.3, 72.4 (C3/C4/C5-Desoxyglu), 98.1 (C1-
Desoxyglu), 120.4 (C3-Furan), 124.8 (C4-Furan), 128.3-133.4 (15xCBz), 141.4, 142.1 
(C2/C5-Furan), 165.5-166.3 (3xCBz). 
 
9.1.2.2 Allgemeine Vorschrift für die Sulfatierung der monoglycosidierten  Furane 
1 eq. monoglycosidiertes Furan wird in wenigen ml absolutem DMF gelöst, mit 8-10 eq. 
NMe3*SO3 versetzt und  für 5 h auf 55° C erwärmt (DC-Kontrolle). Das Lösungsmittel wird 
evaporiert und der ölige Rückstand auf einer Kieselgelsäule mit CH2Cl2/CH3OH (z.B. 9:1) 




 Rf (CHCl3/MeOH 5 :1) = 0.1 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 785.2 [M-H]- (100) 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 4.38 (dd, 1H, J(H5,H6) = 10.49 Hz, J(H5,H6´) = 7.03 
Hz, H5), 4.41 (dd, 1H, J(H6´,H6) = 12.27 Hz, J(H6´,H5) = 7.03 Hz, H6´), 4.51 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 12.65 Hz, CH,H´-OGal), 4.59 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.27 Hz, J(H6,H5)= 
9.95 Hz, H6), 4.63 (d, 1H,J(CH,H´) = 12.65 Hz, CH,H´-OGal), 4.70 (s, 2H, CH2-
Sulfat), 4.88 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.07 Hz, H1), 5.59 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.91 Hz, 
J(H3,H4)= 2.79 Hz, H3), 5.76 (dd, 1H, J(H2,H1) = 7.07 Hz, J(H2,H3) = 10.91 Hz, H2), 
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5.88 (dd, 1H, J(H4,H5) = 1.22 Hz, J(H4,H3) = 2.80 Hz, H4), 7.3-8.1 (m, 22H, Bz, 
H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3): δ = 55.2 (CH2-Sulfat), 61.5 (C6-Gal), 62.1 (CH2-OGal), 
68.2, 69.1, 70.1, 71.6, (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 99.9 (C1-Gal), 119.3, 120.8 
(C3/4-Furan), 128.2-133.7 (20xCBz), 142.2, 142.9 (C2/5-Furan), 165.4-166.7 (4x 
CBz). 
3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl--D-glucopyranosyl-oxymethyl)-4-sulfatomethylfuran (73) 
 Rf (CHCl3/MeOH 5 :1) = 0.12 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 785.1 [M-H]- (100) 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 4.19 (m, 1H, H5), 4.46 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.19 
Hz, J(H6´,H5) = 7.68 Hz, H6´), 4.61 (d, 1H, J(H,H´) = 12.53 Hz, CH,H´Gal), 4.66 (d, 
1H, J(CH,H´)=12.49 Hz, CH2´-Furan), 4.76 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.82 Hz, H1), 4.99 (s, 
2H, CH2-Sulfat), 5.49 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.54 Hz, J(H3,H4) = 2.62 Hz, H3), 5.69 (dd, 
1H, J(H2,H3)= 9.67 Hz, J(H2,H1) = 7.59 Hz, H2), 5.86 (dd, 1H, J(H4,H3) = 2.95 Hz, 
H4), 7.20-8.01 (m, 22H, OBz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 65.5 (CH2OGlu), 67.1 (CH2-Sulfat), 68.4 (C6-Glu), 
75.0, 77.3, 77.4, 78.4 (C2-Glu, C3-Glu, C4-Glu, C5-Glu), 105.0 (C1-Glu), 125.3, 
126.2 (C3/C4-Furan), 133.6-135.2 (20xCBz), 138.6, 138.8 (C2/C5-Furan), 170.6, 
170.7, 171.2, 171.7 (4xCBz). 
3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl--D-xylopyranosyl-oxymethyl)-4-sulfatomethylfuran (75) 
 Rf (CHCl3/MeOH 5 :1) = 0.98 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 651.1 [M-H]- (100). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 4.25 (s, 2H, CH2-Sulfat), 4.35 (dd, 1H, J(H5,H4) = 
1.21 Hz, H5), 4.62 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.95 Hz, CH2´-Furan), 4.61 (dd, 1H, J(CH,H´) 
= 13.12 Hz, CH2´-Furan), 4.89 (d, 1H, J(H1/H2) = 8.12 Hz, H1), 5.33 (m, 2H, H3,H4), 
5.74 (dd, 1H, J(H2,H3) = 11.38 Hz, J(H2,H1) = 7.94 Hz, H2), 7.13-8.11 (m, 17 H, 
OBz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 55.2 (CH2-Sulfat), 61.6 (CH2OXyl), 69.2, 70.5, 71.2 
(C2-Xyl, C3-Xyl, C4-Xyl), 77.6 (C5-Xyl), 119.1, 120.2 (C3/C4-Furan), 128.3-133.4 
(15xCBz), 142.1 (C2/C5-Furan), 165.5 (3xCBz). 
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 Rf (AcCN/H2O 1 :1) = 0.37 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 1259.4 [M-H]- (60) 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : : δ = 3.69 (ddd, 1H, J(H5-Glu, H6´-Glu) = 1.04 Hz, J(H5-
Glu, H4-Glu) = 9.87 Hz, J(H6-Glu,H5) = 6.99 Hz, H5-Glu), 3.85 (dd, 1H, J(H6´-
Glu,H5-Glu)= 10.27 Hz, J(H6´-Glu,H6-Glu) = 12.79 Hz, H6´Glu), 3.94 (dd, 1H, J(H6-
Glu,H6´-Glu)= 12.79 Hz, J(H6-Glu,H5) = 6.99 Hz, H6-Glu), 4.19 (dd, 1H, J(H4-
Glu,H5-Glu) = 9.63 Hz, H4Glu), 4.53 (dd, 1H, J(H6-Gal, H5-Gal) = 6.99 Hz, J(H6-
Gal,H6´-Gal) = 5.31 Hz, H6-Gal), 4.59 (ddd, 1H, J(H5-Gal, H6-Gal) = 6.99 Hz, J(H5-
Gal,H4-Gal) = 3.37 Hz, H5-Gal), 4.59 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.31 Hz, CH´2-Furan), 4.63 
(dd, 1H, J(H6´-Gal,H5-Gal) = 6.99 Hz, J(H6´-Gal,H6-Gal) = 5.24 Hz, H6´-Gal), 4.73 
(d, 1H, J(CH,H´) = 12.31 Hz, CH2-Furan), 4.79 (s, 2H, CH2-Sulfat),  4.82 (d, 1H, J(H1-
Gal, H2-Gal) = 8.55 Hz, H1-Gal), 4.87 (d, 1H, J(H1-Glu,H2-Glu) = 7.50 Hz, H1-Glu), 
5.45 (dd, 1H, J(H3-Gal,H2-Gal) = 10.47 Hz, J(H3-Gal, H4-Gal) = 3.25 Hz, H3-Gal), 
5.49 (dd, 1H, J(H3-Glu,H4-Glu) = 9.87 Hz, J(H3-Glu,H2-Glu) = 7.64 Hz, H3-Glu), 5.65 
(dd, 1H, J(H2-Gal,H3-Gal) = 10.47 Hz, J(H2-Gal,H1-Gal) = 8.55 Hz, H2-Gal), 5.77 
(dd, 1H, J(H4-Gal,H3-Gal) = 3.25 Hz, J(H4Gal,H5Gal) = 0.57 Hz, H4-Gal) 5.86 (d, 
1H, J(H2-Glu,H1-Glu) = 7.50 Hz, 7.03-8.05 (m, 37 H, 35Bz, H2-, H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 54.9 (CH2Sulfat), 60.9, 61.5, 62.1, (C6-Glu, C6-Gal, 
CH2-OGal), 67.5, 69.9, 70.6, 71.3, 71.7, 72.8, 72.9 (C2-, C3-, C4-, C5-Gal, C2-, C3-,  
C4-, C5-Glu), 98.9, 100.8 (C1-Glu, C1-Gal), 119.9, 120.3 (C3-, C4-Furan), 128.1-




 Rf (CHCl3/MeOH 5 :1) = 0.94 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 665.2 [M-H]- (100) 
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 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ = 2.53 (m, 2H, H2,H2´), 4.07 (dd, 1H, J(H5,H6) = 8.87  
Hz, J(H5,H6´) = 7.32 Hz, H5), 4.19 (dd, 1H, J(H6´,H6) = 11.44 Hz, J(H6´, H5) = 7.32 
Hz, H6´), 4.69 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.31 Hz, J(H6, H5) = 8.87 Hz, H6), 4.90 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 11.76 Hz, CH2´-Sulfat), 5.17 (d, 1H, J(H1, H2) = 7.52 Hz, H1), 5.59 (m, 1 
H, H4), 5.70 (m, 1 H, H3), 7.26-8.05 (m, 17 H, OBz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 33.7 (C2-Desoxy, CH2), 62.4 (CH2-Desoxy), 64.5 
(CH2-Sulfat), 70.7, 72.1 (C3-Desoxy, C4-Desoxy), 89.8 (C5-Desoxy), 97.5 (C1-
Desoxy), 118.1, 120.4 (C3/C4-Furan), 128.7-133.8 (15xCBz), 136.4, 137.2 (C2/C5-
Furan), 166.7, 167.1, 167.2 (3xCBz). 
3-(2,3,4-Tri-O-benzoyl--D-fucopyranosyl-oxymethyl)-4-sulfatomethylfuran (81) 
 Rf (CHCl3/MeOH 5 :1) = 0.15 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 665.1 [M-H]- (100) 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ = 1.34 (d, 3H, J(CH3,H5) = 6.98 Hz, CH3), 4.05 (m, 1H, 
H5), 4.55 (s, 2H, CH2-Sulfat), 4.73 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.17 Hz, CH2´-Furan), 4.91 (d, 
1H, J(H1,H2) = 8.01 Hz), 5.63 (dd, 1H, J(H3, H2) = 10.78 Hz, J(H3,H4) = 3.44 Hz, 
H3), 5.72 (dd, 1H, J(H4, H5) = 1.05 Hz, J(H4,H3) = 3.27 Hz, H4), 5.85 (dd, 1H, 
J(H2,H3) = 10.78 Hz, J(H2, H1) = 8.01 Hz, H2), 7.16-8.07 (m, 17H, OBz, H2/H5-
Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 18.1 (CH3), 61.3 (CH2O-Fuc), 64.6 (CH2-Sulfat), 
68.2 (C5-Fuc), 72.2, 72.8, 74.0 (C2-Fuc, C3-Fuc, C4-Fuc), 98.8 (C1-Fuc), 118.1, 
120.4 (C3/C4-Furan), 128.7-133.8 (15xCBz), 136.4, 137.2 (C2/C5-Furan), 167.1 
(3xCBz). 
3-(2,3,4-Tri-O-benzoyl--L-fucopyranosyl-oxymethyl)-4-sulfatomethylfuran (79) 
 Rf (CHCl3/MeOH 5 :1) = 0.13 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 665.2 [M-H]- (100) 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 1.24 (d, 3H, J(CH3,H5) = 6.73 Hz, CH3), 4.28 (dq, 
1H, J(H5,CH3) = 6.73 Hz, H5), 4.47 (s, 2H, CH2-Sulfat), 4.60 (d, 2H, J(CH,H´) = 12.89 
Hz, CH2-Furan), 4.69 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.89 Hz, CH´2Furan), 5.07 (d, 1H, J(H1,H2) 
= 7.85 Hz, H1), 5.49 (dd, 1H, J(H2,H3) = 10.19 Hz, J(H2,H1) = 7.85 Hz, H2), 5.61 
(dd, 1H, J(H4,H5) = 1.01 Hz, J(H4,H3) = 3.35 Hz, H4), 5.67 (dd, 1H, J(H3,H2) = 
10.19 Hz, J(H3,H4) = 3.35 Hz, H3), 7.31-8.03 (m, 17H, OBz, H2/H5-Furan) 
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 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 16.1 (CH3), 55.2 (CH2OFuc), 61.6 (CH2Sulfat), 69.9, 
70.0, 70.9, 72.3 (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 99.8 (C1-Fuc), 120.3 (C3-Furan), 124.8 (C4-
Furan), 128.1-133.4 (15x CBz), 142.2, 142.4 (C2/C5-Furan). 164.5-166.1 (3x CBz). 
 
9.1.2.3 Allgemeine Vorschrift zur Entschützung der benzoylierten, sulfatierten 
Saccharidmimetika 
Das benzoylgeschützte, sulfatierte Saccharidmimetikum wird in wenigen ml Methanol gelöst, 
mit frisch angesetzter 0,1 N Natriummethylatlösung versetzt und für 10 h bei Raum-
temperatur gerührt (DC-Kontrolle). Nach vollständiger Reaktion wird das Lösungsmittel 
evaporiert, der Rückstand mit wenigen ml H2O aufgenommen und mit 0,1 N HCl auf pH 7,2 
(pH-Meter) nahezu neutralisiert. Die wässrige Phase wird bis zu fünfmal mit Diethylether 
extrahiert und schließlich lyophilisiert. Säulenchromatographische Aufreinigung erfolgte mit 
AcCN/H2O 95:5. Das Produkt wird als weißes Pulver mit einer Ausbeute von 80-90% 
erhalten. 
3--D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethylfuran (GSF) (72) 
 
 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.4 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 369.1 [M-H]- (100) 
 1H-NMR (250 MHz, D2O) : δ = 3.51 (dd, 1H, J(H2,H3 )= 9.85 Hz , J(H2,H1)= 7.52 Hz, 
H2), 3.59 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.85 Hz, J(H3,H4) = 2.98 Hz, H3), 3.75 (ddd, 1H, 
J(H5,H6) = 5.75 Hz, J(H5,H6´) = 6.21 Hz, J(H5,H4) = 1.19 Hz, H5), 3.80 (dd, 1H, 
J(H6,H6´) = 12.28 Hz, J(H6,H5) = 5.75 Hz, H6), 3.84 (dd, 1H, J(H6´,H6) = 12.28 Hz, 
J(H6´,H5) = 5.75 Hz, H6´), 3.89 (dd, 1H, J(H4,H3) = 2.98 Hz, J(H4,H5) = 1.19 Hz, 
H4), 4.41 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.52 Hz, H1), 4.64 (d, 1H, J(CH,CH´) = 11.61 Hz, CH´2-
Furan), 4.85 (d, 1H, J(CH,H´) = 11.61 Hz, CH´2 -Furan), 5.09 (s, 2H, CH2Sulfat), 7.61 
(s, 1H, H5-Furan), 7.66 (s, 1H, H2-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, D2O) : δ = 65.4, 65.6, 65.8 (CH2Sulfat, CH2OGal, C6-Gal), 73.5,  
75.1, 77.4, 79.3 (C2-, C3-, C4-, C5-Gal), 105.4 (C1-Gal), 123.5, 124.3 (C3/C4-Furan), 
148.0, 148.2 (C2/C5-Furan). 
3--D-Glucopyranosyl-oxymethyl-4-sulfato-oxymethylfuran (GluSF) (74) 
 
 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.6 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 369.1 [M-H]- (100) 
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 1H-NMR (400 MHz, D2O) : δ = 3.29 (dd, 1H, J(H2,H3) = 9.12 Hz , J(H2,H1) = 7.99 Hz, 
H2), 3.51 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.12 Hz, J(H3,H4) = 3.33 Hz, H3), 3.72 (ddd, 1H, 
J(H5,H6) = 5.67 Hz, J(H5,H6´) = 6.76 Hz, J(H5,H4) = 1.75 Hz, H5), 3.81 (dd, 1H, 
J(H6,H6´) = 12.37 Hz, J(H6,H5) = 5.67 Hz, H6), 3.85 (dd, 1H, J(H6´,H6) = 12.42 Hz, 
J(H6´,H5) = 6.76 Hz, H6´), 3.92 (dd, 1H, J(H4,H3) = 2.11 Hz, J(H4,H5) = 1.75 Hz, 
H4), 4.52 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.97 Hz, H1), 4.73 (d, 1H, J(CH,CH´) = 12.24 Hz, 
CH´2Furan), 4.87 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.19 Hz, CH´2Furan), 5.07 (s, 2H, CH2Sulfat), 
7.65 (s, 1H, H5-Furan), 7.68 (s, 1H, H2-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, D2O) : δ = 63.4, 63.8, 63.9 (CH2OGal, C6-Gal, CH2-Sulfat), 72.4, 
75.8, 78.5, 78.6 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 103.5 (C1-Gal), 122.0, 122.8 
(C3/C4-Furan), 146.3, 146.4 (C2/C5-Furan). 
3--D-Xylopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethylfuran  (76) 
 
 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.69 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 353.0 [M-H]- (100) 
 1H-NMR (400 MHz, D2O) : δ= 3.37 (dd, 1H, J(H2,H1) = 7.81 Hz, J(H2,H3) = 10.05 Hz, 
H2), 3.69 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.05 Hz, J(H3,H4) = 3.14 Hz, H3), 3.80 (dd, 1H, 
J(H4,H3) = 3.14 Hz, H4), 3.85 (dd, 1H, J(H5,H5´) = 11.98 Hz, H5), 4.53 (d, 1H, 
J(H1,H2) = 7.68 Hz, H1), 4.74 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.23 Hz, CH´2OXyl), 4.89 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 12.23 Hz, CH2OXyl), 4.93 (s, 2H, CH2Sulfat), 7.65 (s, 1H, H5-Furan), 7.68 
(s, 1H, H2-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, D2O) : δ = 64.3, 65.5 (CH2OXyl, CH2-Sulfat), 67.7 (C5-Xyl, CH2), 
70.2, 74.1, 75.4 (C2-Xyl, C3-Xyl, C4-Xyl), 104.4 (C1-Xyl), 123.4, 124.6 (C3/C4-
Furan), 143.5, 144.7 (C2/C5-Furan). 
3--D-Mannopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethylfuran (86) 
 
 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.57 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 369.2 [M-H]- (100) 
 1H-NMR (400 MHz, D2O) : δ = 3.65 (dd, 1H, J(H2,H3) = 9.72 Hz , J(H2,H1)= 9.32 Hz, 
H2), 3.72 (dd, 1H, J(H3,H2) = 8.41 Hz, (dd, 1H, J(H3,H4) = 3.35 Hz, H3), 3.77 (ddd, 
1H, J(H5,H6) = 5.37 Hz, J(H5,H6´) = 6.91 Hz, J(H5,H4) = 2.02 Hz, H5), 3.80 (dd, 1H, 
J(H6,H6´) = 11.05 Hz, J(H6,H5) = 5.37 Hz, H6), 3.92 (dd, 1H, J(H6´,H6) = 11.05 Hz, 
J(H6´,H5) = 6.91 Hz, H6´), 3.97 (dd, 1H, J(H4,H3) = 1.94 Hz, J(H4,H5) = 1.63 Hz, 
H4), 4.49 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.85 Hz, H1), 4.75 (d, 1H, J(CH,CH´) = 12.08 Hz, 
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CH´2Furan), 4.98 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.08 Hz, CH´2Furan), 5.03 (s, 2H, CH2Sulfat), 
7.63 (s, 1H, H5-Furan), 7.68 (s, 1H, H2-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, D2O) : δ = 62.2, 63.6, 63.8 (CH2-Sulfat), CH2OMan, C6-Man), 
69.5, 72.8, 73.3, 75.6 (C2-,C-3,C-4,C-5-Man), 102.2 (C1-Man), 121.9, 123.0 (C3-,C4-
Furan), 146.1, 146.6 (C2-,C5-Furan). 
3--D-Galactopyranosyl-(14)--D-glucopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethylfuran 
(84) 
 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.64 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 531.3 [M-H]- (47). 
3--D-2-Desoxyglucopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethylfuran (78) 
 
 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.60 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 353.1 [M-H]- (100) 
 1H-NMR (400 MHz, D2O) : δ =  2.01 (m, 2H, H2, H2´), 3.72 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.57 
Hz, J(H3,H4) = 3.27 Hz, H3), 3.85 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.27 Hz, J(H4,H5) = 1.97 Hz, 
H4), 4.34 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.23 Hz, J(H6,H5) = 5.25 Hz, H6), 4.57 (dd, 1H, 
J(H6´,H6) = 12.23 Hz, J(H6´,H5) = 6.39 Hz, H6´), 4.62 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.27 Hz, 
J(H4,H5) = 1.97 Hz, H4), 4.78 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.97 Hz, H1), 4.83 (d, 1H, 
J(CH,CH´) = 12.38 Hz, CH´2Furan), 4.95 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.38 Hz, CH´2Furan), 
5.05 (s, 2H, CH2Sulfat), 7.59 (s, 1H, H5-Furan), 7.64 (s, 1H, H2-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, D2O) : δ = 41.1 (C2-Desoxyglu), 62.1 (C6-Desoxyglu), 63.7 
(CH2-Desoxyglu), 64.0 (CH2-Sulfat), 73.3, 73.8, 74.9 (C3-Desoxyglu, C4-Desoxyglu, 




 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.56 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 353.0 [M-H]- (100) 
 1H-NMR (400 MHz, D2O) : δ = 1.24 (d, 3H, J(CH3,H5) = 6.52 Hz, CH3), 3.45 (dd, 1H, 
J(H2,H1) = 7.65 Hz, J(H2,H3) = 9.78 Hz, H2), 3.59 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.78 Hz, 
J(H3,H4) = 3.43 Hz, H3), 3.72 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.43 Hz, H4), 3.77 (dq, 1H, 
J(H5,CH3) = 6.51 Hz, H5), 4.40 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.96 Hz, H1), 4.69 (d, 1H, 
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J(CH,H´) = 12.22 Hz, CH2´OFuc), 4.81 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.22 Hz, CH2OFuc), 5.03 
(s, 2H, CH2-Sulfat), 7.61 (s, 1H, H5-Furan), 7.64 (s, 1H, H2-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, D2O) : δ = 18.1 (CH3), 58.2 (CH2O-Fuc), 63.9 (CH2-Sulfat), 73.2, 
73.5, 74.0, 75.6 (C2-Fuc, C3-Fuc, C4-Fuc, C5-Fuc), 104.0 (C1-Fuc), 122.1, 123.0 
(C3/C4-Furan), 146.1, 146.3 (C2/C5-Furan). 
3--L-Fucopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethylfuran (80) 
 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.54  
 Masse (ESI) : m/z (%) = 353.3 [M-H]- (100) 
 1H-NMR (250 MHz, D2O) : δ = 1.28 (d, 3H, J(CH3, H5) = 6.82 Hz, CH3), 3.48 (dd, 1H, 
J(H2,H1) = 7.68 Hz, J(H2,H3) = 9.81Hz, H2), 3.62 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.81 Hz, 
J(H3,H4)= 3.41 Hz, H3), 3.74 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.41Hz, H4), 3.79 (dq, 1H, 
J(H5,CH3) = 6.54 Hz, H5), 4.44 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.68 Hz, H1), 4.69 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 12.37Hz, CH´2OFuc), 4.85 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.37 Hz, CH2OFuc), 5.06 
(s, 2H, CH2Sulfat), 7.64 (s, 1H, H5-Furan), 7.67 (s, 1H, H2-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, D2O) : δ=19.9 (CH3), 65.6, 65.7 (2x CH2Furan), 75.1, 75.4, 75.9, 
77.5 (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 105.9 (C1-Fuc), 123.9, 124.8 (C3-,C4-Furan), 148.0, 
148.1 (C2-,C5-Furan). 
9.1.2.4 Allgemeine Vorschrift zur Fluorierung der monoglycosidierten Furane 
1 eq. monoglycosidiertes Furan wird in wenigen ml absolutem Dichlormethan gelöst, mittels 
Eisbad auf 0°C gekühlt und über ein Septum mit 2 eq. DAST versetzt. Nach 2 h wird die 
Reaktion durch Zugabe von wenigen ml Methanol abgebrochen. Die Aufreinigung erfolgt 
über Säulenchromatographie (HE/EE). Das Produkt wird als weißer Schaum mit einer 
Ausbeute von 80 % erhalten. 
3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl--D-galactopyranosyl-oxymethyl)-4-fluoromethylfuran   
(101) 
 Rf (HE/EE 7 :3) = 0.35 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 747.3 [M+K]+ (90) ;  731.3 [M+Na]+ (38); 726.4 [M+NH4]
+ 
(67). 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ = 4.14 (dd, 1H, J(H5,H6) = 10.21 Hz, J(H5,H6´) = 6.37 
Hz, H5), 4.36 (dd, 1H, J(H6´,H6) = 12.43 Hz, J(H6´,H5) = 6.37 Hz, H6´, 4.67 (d,1H, 
J(CH,H´) = 12.75 Hz, CHH´OGal), 4.88 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.43 Hz, J(H6,H5) = 
10.21 Hz, H6), 5.11 (d, 1H, J(H,H´) = 12.43 Hz, CHH´OGal), 5.62 (s, 2H, CH2-F), 5.65 
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(d, 1H, J(H1,H2) = 7.17 Hz, H1), 5.84 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.97 Hz, J(H3,H4) = 2.81 
Hz, H3), 5.91 (dd, 1H, J(H2,H1) = 7.17 Hz, J(H2,H3) = 10.97 Hz, H2), 5.99 (dd, 1H, 
J(H4,H5) = 1.31 Hz, J(H4,H3) = 2.81 Hz, H4), 7.21-8.12 (m, 22H, Bz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 66.3 (C6-Gal), 66.6 (CH2-Gal), 68.4 (CH2-F), 73.5, 
75.0, 76.8, 77.1 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 105.1 (C1-Gal), 125.5, 126.4 
(C3/C4-Furan), 133.6-135.4 (20xCBz), 136.6 (C2-Furan), 139.0 (C5-Furan), 170.5, 
170.9, 171.0, 171.4 (4xCBz). 
 19F-NMR (CDCl3) : δ = -131.7. 
 
3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl--D-xylopyranosyl-oxymethyl)-4-fluoromethylfuran (103) 
 Rf (HE/EE 7:3) = 0.3 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 597.3 [M+Na]+ (79) 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3): δ = 3.73 (dd, 1H, J(H5,H4) = 6.88 Hz, H5), 4.13 (q, 1H, 
J(H5´,H4) = 7.15 Hz, H5´), 4.42 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.12 Hz, CH,H´OXyl), 4.56 (d, 
1H, J(H,H´) = 12.12 Hz, CH,H-OXyl), 4.61 (s, 2H, CH2-F), 4.92 (d, 1H, J(H1,H2) = 
6.36 Hz, H1), 5.35 (dd, 1H, J(H3,H2) = 11.27 Hz, J(H3,H4) = 2.83 Hz, H3), 5.41 (dd, 
1H, J(H2,H1) = 6.36 Hz, J(H2,H3) = 11.27 Hz, H2), 5.78 (dd, 1H, J(H4,H5) = 6.88 Hz, 
J(H4,H3) = 2.83 Hz, H4), 7.26-8.02 (m, 17 H, Bz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3): δ = 66.2 (CH2O-Xyl), 74.5 (CH2-F), 75.7 (C5-Xyl), 79.1, 
81.7, 82.9 (C2-Xyl, C3-Xyl, C4-Xyl), 104.1 (C1-Xyl), 125.9, 126.2 (C3/C4-Furan), 
133.7-138.8 (15xCBz), 147.8, 148.4 (C2/C5-Furan), 170.5, 170.8, 171.0 (3xCBz). 
 19F-NMR (CDCl3): -131.52. 
 
9.1.2.5 Allgemeine Vorschrift zur Halogenierung der monoglycosidierten Furane   
10 eq. PPh3 werden mit 1 eq. monoglycosidiertem Furan in DMF gelöst. Bei einer 
Temperatur von 0° C werden nun 10 eq. N-Bromsuccinimid zugegeben und bei 40° C rühren 
gelassen (DC-Kontrolle). Das Lösungsmittel wird evaporiert und der ölige Rückstand über 
eine Kieselgelsäule mit HE/EE (3:2) säulenchromatographiert. Das Produkt wird mit einer 
Ausbeute von 55% als weisser Schaum erhalten. 
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 Rf (HE/EE 7 :3) = 0.36 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 792.2 [M+Na]+ (11) 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 4.06 (s, 2H, CH2-Br), 4.12 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.91 
Hz, CH,H´OGal), 4.35 (dd, 1H, J(H5,H6) = 11.61 Hz, J(H5,H6´) = 6.34 Hz, H5), 4.41 
(dd, 1H, J(H6´,H6) = 12.07 Hz, J(H6´,H5) = 6.34 Hz, H6´), 4.49 (d, 1H, J(CH,H´) = 
12.67 Hz, CH,H´OGal), 4.64 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 11.64 Hz, J(H6,H5) = 10.96 Hz, 
H6), 4.98 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.89 Hz, H1), 5.59 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.35 Hz, 
J(H3,H4) = 3.43 Hz, H3), 5.76 (dd, 1H, J(H2,H1) = 6.92 Hz, J(H2,H3) = 10.35 Hz, 
H2), 5.97 (dd, 1H, J(H4,H5) = 1.03 Hz, J(H4,H3) = 3.43 Hz, H4), 7.22-8.10 (m, 22H, 
Bz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 24.1 (CH2-Br), 71.6 (C6-Gal)), 76.2 (CH2O-Gal), 
77.1, 77.5, 78.7, 79.2 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 101.7 (C1-Gal), 122.4, 
123.9 (C3/C4-Furan), 130.4-133.8 (20xCBz), 144.3, 144.6 (C2/C5-Furan), 166.9, 




 Rf (HE/EE 7 :3) = 0.37 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 672.2 [M+Na]+ (15) 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 1.25 (d, 3H, J(CH3,H5) = 6.73 Hz, CH3), 4.17 (m, 1H, 
H5), 4.23 (s, 2H, CH2Br), 4.63 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.12 Hz, CH2´-Furan), 4.95 (d, 1H, 
J(H1,H2) = 7.88 Hz), 5.59 (dd, 1H, J(H3, H2) = 10.56 Hz, J(H3,H4) = 3.49 Hz, H3), 
5.72 (dd, 1H, J(H4,H5) = 3.49 Hz, J(H4,H5)= 0.97 Hz, H4), 5.78 (dd, 1H, J(H2,H3) = 
10.56 Hz, J(H2, H1) = 7.97 Hz, H2), 7.26-8.02 (m, 17H, OBz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 15.6 (CH3), 22.7 (CH2-Br), 61.6 (C5-Fuc), 61.9 
(CH2O-Fuc), 99.2 (C1-Fuc), 120.9, 122.3 (C3/C4-Furan), 128.7-133.8 (15xCBz), 
142.7, 142.9 (C2/C5-Furan), 165.5, 165.8, 166.0 (3xCBz). 
 
9.1.2.6 Allgemeine Vorschrift zur Oxidation des monoglycosidierten Furans 
1.) Oxidation zum Aldehyd (105) 
Pyridiniumdichromat wird in absolutem DMF vorgelegt, auf 0° C mittels Eisbad gekühlt. 
Innerhalb von 5 Minuten wird das in wenigen ml DMF gelöste monoglycosidierte Furan 
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zugegeben. Nach 2 h wird die Reaktion abgebrochen (DC-Kontrolle), auf 200 ml Wasser 
gegossen. Die wässrige Phase wird mehrmals mit Diethylether extrahiert, die organische 
Phase abgetrennt und über Natriumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wird evaporiert und 
der Rückstand über Kieselgel säulenchromatographiert. Das Produkt 105 wird als weißer 
Schaum in einer Ausbeute von 75% erhalten. 
 
 Rf (HE/EE 7 :3) = 0.28 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 722.3 [M+NH4]
+ (100) 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 4.13 (dd, 1H, J(H5,H6) = 10.15 Hz, J(H5,H6´) = 7.18 
Hz, H5), 4.36 (dd, 1H, J(H6´,H6) = 12.95 Hz, J(H6´,H5) = 6.47 Hz, H6´), 4.45 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 11.01 Hz, CH,HO´Gal), 4.65 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.35 Hz, J(H6,H5) = 
11.01 Hz, H6), 4.69 (d, 1H, J(H,H´) = 12.95 Hz, CH,H´OGal), 4.89 (d, 1H, J(H1,H2) = 
7.21 Hz, H1), 5.61 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.43 Hz, J(H3,H4) = 3.43 Hz, H3), 5.79 (dd, 
1H, J(H2,H1) = 7.21 Hz, J(H2,H3) = 10.43 Hz, H2) 6.01 (dd, 1H, J(H4,H5) = 0.98 Hz, 
J(H4,H3) = 3.42 Hz, H4), 7.20-8.11 (m, 22H, Bz, H2/H5-Furan), 9.80 (s, 1H, CHO). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 67.4 (CH2-Gal), 68.6 (C6-Gal), 73.5, 75.3, 76.9, 77.0 
(C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 126.1 (C3-Furan), 131.8 (C4-Furan), 132.3-138.7 
(20xCBz), 148.5 (C2-Furan), 158.01 (C5-Furan), 170.7, 170.9, 171.0, 171.47 
(4xCBz), 190.1 (CHO).  
 
2.) Oxidation zur Carbonsäure (107) 
1 eq. Aldehyd 105 wird in 20 ml Dioxan gelöst und auf 10° C gekühlt.  In 1.5 ml H2O werden 
1.4 eq. NaH2PO4 und 1.2 eq. H2O2 gelöst und zum Aldehyd 105 unter starkem Rühren 
zugegeben. 1.4 eq. NaClO2 werden in 0.4 ml H2O gelöst und der Reaktionslösung 
zugetropft. Nach 2 h Rühren bei RT wird mit 2N HCl auf pH 3 gebracht, das Lösungsmittel 
zur Hälfte evaporiert und mit EE extrahiert. Nach Waschen der organischen Phase mit 
gesättigter Natrium-chloridlösung wird über Natriumsulfat getrocknet, das Lösungsmittel 
evaporiert und der Rückstand über eine Silicasäule säulenchromatographiert. Das Produkt 
107 wird als weißer Schaum mit einer Ausbeute von 55 % erhalten. 
 
 Rf (HE/EE 7 :3) = 0.23 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 719.3 [M-H]- (6) 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 4.21 (dd, 1H, J(H5,H6) = 10.73 Hz, J(H5,H6´) = 6.98 
Hz, H5), 4.41 (dd, 1H, J(H6´,H6) = 12.83 Hz, J(H6´, H5) = 6.89 Hz, H6´), 4.52 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 11.31 Hz, CH,HO´Gal), 4.68 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.83 Hz, J(H6,H5) = 
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10.98 Hz, H6), 4.75 (d, 1H, J(H,H´) = 11.31 Hz, CH,H´OGal), 4.90 (d, 1H, J(H1,H2) = 
7.56 Hz, H1), 5.37 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.52 Hz, J(H3,H4) = 3.28 Hz, H3), 5.62 (dd, 
1H, J(H2,H1) = 6.95 Hz, J(H2,H3) = 10.52 Hz, H2) 5.88 (dd, 1H, J(H4,H5) = 1.13 Hz, 
J(H4,H3) = 3.28 Hz, H4), 7.09-8.17 (m, 22H, Bz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 61.9 (CH2O-Gal), 65.2 (C6-Gal), 72.2, 72.3, 72.6, 
79.4 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 96.1 (C1-Gal), 116.7, 122.5 (C3/C4-Furan), 
128.6-133.8 (20xCBz), 145.4, 147.3 (C2/C5-Furan), 166.9, 167.1, 167.2 (4xCBz, 1x 
COOH). 
 
Synthese von 3-β-D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-methoxyfuran (99) 
3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-β-D-galactopyranosyl-oxymethyl)-4-bromomethylfuran 98 wird in 
wenigen ml Methanol suspendiert und mit einem Überschuss an 0,1 N 
Natriummethylatlösung versetzt. Nach 5 h Rühren bei RT (DC-Kontrolle) wird das 
Lösungsmittel evaporiert, der Rückstand mit wenigen ml H2O aufgenommen und mittels 0,1 
N HCl-Lösung neutralisiert. Die wässrige Phase wird bis zu fünfmal mit Diethylether 
extrahiert und schließlich lyophilisiert. Nach Lyophilisierung wird das Rohprodukt 99 
säulenchromatographisch gereinigt (AcCN/H2O 90:10). Das Produkt 99 wird als weißes 
Pulver in einer Ausbeute von 95 % erhalten. 
 
 Rf (AcCN/H2O 90 :10) = 0.55 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 327.1 [M+Na]+ (100), 631.4 [2M+Na]+ (19). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 3.44 (dd, 1H, J(H2,H3) = 9.83 Hz, J(H2,H1) = 7.83 
Hz, H2), 3.69 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.83 Hz, J(H3,H4) = 3.12 Hz, H3), 3.88 (ddd, 1H, 
J(H5,H6) = 5.79 Hz, J(H5,H6´) = 6.35 Hz, J(H5,H4) = 1.25 Hz, H5), 3.90 (dd, 1H, 
J(H6,H6´) = 12.29 Hz, J(H6,H5) = 6.35 Hz, H6), 4.20 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.37 Hz, 
J(H4,H5) = 1.25 Hz, H4), 4.32 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.59 Hz, H1), 4.78 (d, 1H, 
J(CH,CH´) = 11.37 Hz, CH2´-Furan), 4.80 (d, 1H, J(CH,H´) = 11.37 Hz, CH2´-Furan), 
5.16 (s, 2H, CH2-OMe), 7.57 (s, 1H, H5-Furan), 7.63 (s, 1H, H2-Furan). 
 13-C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 58.8 (CH2-OCH3), 61.7 (CH2-OGal), 62.2 (C6-Gal), 
70.77, 73.6, 75.1, 76.83 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 102.5 (C1-Gal), 118.1, 
118.7 (C3/C4-Furan), 135.8, 136.4 (C2/C5-Furan). 
9.1.2.7 Entschützung der monoglycosidiertenFuransaccharidmimetika 
Das benzoylgeschützte Saccharidmimetikum wird in wenigen ml Methanol gelöst, mit frisch 
angesetzter 0,1 N Natriummethylatlösung versetzt und für 10 h bei Raumtemperatur gerührt 
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(DC-Kontrolle). Nach vollständiger Reaktion wird das Lösungsmittel evaporiert, der 
Rückstand mit wenigen ml H2O aufgenommen und mit 0,1 N HCl auf pH 7.0 (pH-Meter) 
neutralisiert. Die wässrige Phase wird bis zu fünfmal mit Diethylether extrahiert und 
schließlich lyophilisiert. Säulenchromatographische Aufreinigung erfolgte mit AcCN/H2O 
90:10. Das Produkt wird als weißes Pulver mit einer Ausbeute von 85-97 % erhalten. 
3--D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-fluoromethylfuran (GFF) (102) 
 
 Rf (AcCN/H2O 95:5) = 0.65 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 315.1 [M+Na]+ (100), 607.2 [2M+Na]+ (21). 
 1H-NMR (250 MHz, CD3CN) : d = 3.41 (dd, 1H, J(H2,H3) = 9.55 Hz, J(H2,H1) = 6.98 
Hz, H2), 3.46 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.55 Hz, J(H3,H4)= 3.04 Hz, H3), 3.65 (ddd, 1H, 
J(H5,H6) = 5.08 Hz, J(H5,H6´) = 6.32 Hz, J(H5,H4) = 1.43 Hz, H5), 3.70 (dd, 1H, 
J(H6,H6´) = 11.29 Hz, J(H6,H5) = 5.08 Hz, H6), 3.73 (dd, 1H, J(H6´,H6) = 11.29 Hz, 
J(H6´,H5) = 5.08 Hz, H6´), 3.76 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.04 Hz, JH4,H5) = 1.43 Hz, H4), 
4.21 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.41 Hz, H1), 4.56 (d, 1H, J(CH,CH´) = 12.31 Hz, CH2´-
Furan), 4.79 (d, 1H, J(CH,H´)= 12.31 Hz, CH2´-Furan), 5.44 (s, 2H, CH2-F), 7.53 (s, 
1H, H2-Furan), 7.60 (s, 1H, H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, CD3CN) : δ = 71.3, 72.2 (CH2O-Gal, C6-Gal), 79.7 (CH2-F), 82.2, 
84.1, 84.8, 85.6 (C-4, C-3, C-2, C-5Gal), 87.4 (C1-Gal), 113.0 (C-4-Furan), 118.0 (C-
3 Furan), 153.2, 154.3 (C-2, C-5-Furan). 




 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.68 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 285.1 [M+Na]+ (100), 547.2 [2M+Na]+ (22). 
 1H-NMR (400 MHz, D2O) : δ= 3.43 (dd, 1H, J(H2,H1) = 7.93 Hz, J(H2,H3) = 10.54 Hz, 
H2), 3.82 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.54 Hz, J(H3,H4) = 3.09 Hz, H3), 3.86 (dd, 1H, 
J(H4,H3) = 3.09 Hz, H4), 3.91 (dd, 1H, J(H5,H5´) = 12.17 Hz, H5), 4.51 (d, 1H, 
J(H1,H2) = 7.93 Hz, H1), 4.76 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.41 Hz, CH´2OXyl), 4.92 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 12.41 Hz, CH2OXyl), 5.60 (s, 2H, CH2-F), 7.64 (s, 1H, H5-Furan), 7.63 (s, 
1H, H2-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, D2O) : δ = 62.4 (CH2O-Xyl), 68.1 (C5-Xyl, CH2), 70.3, 74.2, 74.5 
(C2-Xyl, C3-Xyl, C4-Xyl), 75.1 (CH2-F), 104.4 (C1-Xyl), 111.5, 122.4 (C3/C4-Furan), 
140.7, 142.9 (C2/C5-Furan). 
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 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.38 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 317.3 [M+Na]+ (81). 
 1H-NMR (250 MHz, D2O) : δ = 3.51 (dd, 1H, J(H2,H3) = 9.83 Hz, J(H2, H1), 7.43 Hz, 
H2), 3.59 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.83 Hz, J(H3,H4) = 3.49 Hz, H3), 3.72 (ddd, 1H, 
J(H5,H6) = 7.84 Hz, J(H5,H4) = 0.53 Hz, J(H5,H6´) = 5.03 Hz, H5), 3.85 (dd, 1H, 
J(H6´,H6) = 10.53 Hz, J(H6´,H5) = 5.03 Hz, H6´), 3.89 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 10.53 Hz, 
J(H6,H5) = 7.84 Hz, H6), 3.97 (dd, 1H, J(H4,H5) = 0.53 Hz, J(H4,H3) = 3.49 Hz, H4), 
4.51 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.67 Hz, H1), 4.61 (s, 2H, CH2-OH), 4.70 (d, 1H, J(CH,H´) = 
12.43 Hz, CH2-Furan), 4.72 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.43 Hz, CH2´-Furan), 7.59 (s, 2H, 
H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, D2O) : δ = 59.1 (CH2-OH), 65.7 (CH2O-Gal), 65.9 (C6-Gal), 73.5, 
75.1, 78.9, 79.5 (C2-,C3-,C4-,C5-Gal), 104.8 (C1-Gal), 123.9 (C3-Furan), 128.1 (C4-




 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.7 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 311.2 [M+Na]+ (89), 599.3 [2M+Na]+ (15).  
 1H-NMR (250 MHz, D2O) : δ = 3.55 (dd, 1H, J(H2,H3) = 9.75 Hz, J(H2, H1), 7.83 Hz, 
H2), 3.60 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.75 Hz, J(H3,H4) = 3.51 Hz, H3), 3.69 (ddd, 1H, 
J(H5,H6) = 7.89 Hz, J(H5,H4) = 0.95 Hz, J(H5,H6´) = 5.15 Hz, H5), 3.74 (dd, 1H, 
J(H6´,H6) = 11.24 Hz, J(H6´,H5) = 5.15 Hz, H6´), 3.82 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 11.24 Hz, 
J(H6,H5) = 7.72 Hz, H6), 3.95 (dd, 1H, J(H4,H5) = 0.95 Hz, J(H4,H3) = 3.51 Hz, H4), 
4.54 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.83 Hz, H1), 4.67 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.25 Hz, CH2-Furan), 
4.72 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.25 Hz, CH2´-Furan), 7.59 (s, 2H, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, D2O) : δ = 64.3 (CH2O-Gal), 65.5 (C6-Gal), 73.2, 74.8, 78.6, 79.3 
(C2-,C3-,C4-,C5-Gal), 104.4 (C1-Gal), 123.7 (C3-Furan), 128.3 (C4-Furan), 146.3, 
147.1 (C2/C5-Furan), 184.8 (CHO). 
 
3--D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-carbonsäure (108) 
 Rf (AcCN/H2O 95:5) = 0.67 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 337.2 [M+Na]+ (75). 
 1H-NMR (250 MHz, D2O) : δ = 3.38 (dd, 1H, J(H2,H3)=9.72 Hz, J(H2, H1), 7.69 Hz, 
H2), 3.44 (dd, 1H, J(H3,H2)= 9.72 Hz, J(H3,H4)= 3.37 Hz, H3), 3.51 (ddd, 1H, 
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J(H5,H6)= 7.86 Hz, J(H5,H4)=0.61 Hz, J(H5,H6´)= 5.08 Hz, H5), 3.69 (dd, 1H, 
J(H6´,H6)=12.48 Hz, J(H6´,H5)=5.15 Hz, H6´), 3.82 (dd, 1H, J(H6,H6´)=11.24 Hz, 
J(H6,H5)=12.48 Hz, H6), 3.71 (dd, 1H, J(H4,H5)=0.61 Hz, J(H4,H3)=3.37 Hz, H4), 
4.55 (d, 1H, J(H1,H2)=7.50 Hz, H1), 4.71 (d, 1H, J(CH,H´)=12.59 Hz, CH2-Furan), 
4.88 (d, 1H, J(CH,H´)=12.59 Hz, CH2´-Furan), 7.52 (s, 2H, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (63 MHz, D2O) :  δ = 61.9 (CH2-OGal), 62.3 (C6-Gal), 70.7, 73.6, 75.1, 
76.8 (C2-,C3-,C4-,C5-Gal), 103.4 (C1-Gal), 119.6 (C3-Furan), 122.4 (C4-Furan), 
145.3, 1467.3 (C2/C5-Furan), 166.9 (COOH). 
 
9.1.2.8 Synthese der Imidate 
Die jeweiligen Imidate der Mono-und Disaccharide wurden nach einer Vorschrift von R.R. 
Schmidt synthetisiert. 
9.1.2.9 Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-t-butyldiphenylsilyl-galactose (7) 
29.5 g D-Galactose werden in 100 ml Pyridin suspendiert und nach Zugabe von 50 g 
TBDPS-Cl  über Nacht bei RT gerührt. Nach beendeter Reaktion wird das Pyridin evaporiert, 
der Rückstand mit CH2Cl2 aufgenommen und mehrmals mit H2O extrahiert. Die organische 
Phase wird eingeengt, mit 200 ml eines Pyridin-Ac2O-Gemisch  (1:1) aufgenommen und über 
Nacht bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wird entfernt undder ölige Rückstand mit CH2Cl2 
aufgenommen, anschließend mit  15.1 ml Ethanolamin versetzt und 12 h bei RT gerührt. 
Nach vollständiger Umsetzung wird die organische Phase mit 0,1 N HCl extrahiert, über 
Na2SO4 getrocknet und das Lösungsmittel entfernt. Säulenchromatographische Aufreinigung 
an Kieselgel (HE/EE 3:2) ergibt das Produkt 7 in einer Ausbeute von 60 %. 
 
 Rf (HE/EE 2 :1) = 0.5 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 567.1 [M+Na]+ (91). 
9.1.2.10 Synthese von 1-Trichloracetimido-2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-tert-butyl-diphenyl-
silylgalactopyranosid (8) 
10 g Galactose  werden in 40 ml Dichlormethan gelöst, auf 0°C gekühlt und mit 5,5 ml 
Trichloracetonitril und 100 µl DBU versetzt. Nach 2 h wird das Lösungsmittel evaporiert und 
der Rückstand über eine kurze Flashchromatographiesäule aufgereinigt. 
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9.1.2.11 Synthese von 3-(6-Sulfato--D-galactopyranosyl-oxymethyl)-4-(sulfato-
methyl)-furan GSSF (121) 
a.) Glycosilierung von 3,4-Bishydroxymethylfuran mit 1-Trichloracetimido-2,3,4-Tri-O-acetyl-
6-O-tert-butyldiphenylsilyl-galactopyranosid  
Siehe Allgemeine Vorschrift der Glycosilierung der Furane. 
  
 Rf (HE/EE 3 :2) = 0.15 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 672.4 [M+NH4]
+ (100) ; 677.4 [M+Na]+ (73). 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ = 1.03 (s, 9H, tBu), 1.97-2.02 (m, 9H, OAc), 3.67-3.71 
(m, 2H, H6,H6´), 4.10 (ddd, 1H, J(H5,H6) = 5.15 Hz, J(H5,H6´) = 6.17 Hz, J(H5,H4) = 
1.17 Hz, H5), 4.47 (s, 2H, CH2-OH), 4.51 (d, 1H, J(CH,H´) = 11.92 Hz, CH2-Furan), 
4.54 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.99 Hz, H1), 4.76 (d, 1H, J(CH,H´) = 11.92 Hz, CH2-Furan), 
5.02 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.39 Hz, J(H3,H4) = 3.43 Hz, H3), 5.18 (dd, 1H, J(H2,H1) 
= 7.99 Hz, J(H2,H3) = 10.39 Hz, H2), 5.53 (dd, 1H, J(H4,H5) = 1.17 Hz, J(H4,H3) = 
3.43 Hz, H4), 7.26-7.65 (m, 12H, TBDPS, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 19.1 (Ctert-Butyl), 20.6 (Acetyl, CH3), 26.7 (tert-
Butyl, CH3), 54.9 (CH2-OH), 61.1 (CH2O-Gal), 61.3 (C6-Gal), 67.1, 69.1, 71.3, 73.6 
(C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 99.4 (C1-Gal), 120.1, 124.8 (C3/C4-Furan), 127.8-
135.6 (2xC TBDPS), 142.0, 141.4 (C2/C5-Furan), 170.1 (3xCAc, C=O). 
 
b.) Sulfatierung des glycosidierten Furans (118) 
Siehe Allgemeine Vorschrift der Sulfatierung der monoglycosidierten Furane.  
 
 Rf (CH2Cl2/MeOH 5 :1)= 0.42 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 752.3 [M+NH4]
+ (100). 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ = 1.24 (s, 9H, tBu), 2.04-2.10 (m, 9H, OAc), 3.88 (m, 
2H, H6,H6´), 4.11 (ddd, 1H, J(H5,H6) = 5.21 Hz, J(H5,H6´) = 6.25 Hz, J(H5,H4) = 
1.13 Hz, H5), 4.62 (d, 1H, J(CH,H´) = 11.95 Hz, CH2-Furan), 4.69 (d, 1H, J(H1,H2) = 
7.68 Hz, H1), 4.76 (d, 1H, J(CH,H´) = 11.95 Hz, CH2-Furan), 4.81 (s, 2H, CH2-Sulfat), 
5.17 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.15 Hz, J(H3,H4) = 3.37 Hz, H3), 5.39 (dd, 1H, J(H2,H1) 
= 7.68 Hz, J(H2,H3) = 10.15 Hz, H2), 5.79 (dd, 1H, J(H4,H5) = 1.13 Hz, J(H4,H3) = 
3.37 Hz, H4), 7.21-8.10 (m, 12H, TBDPS, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 19.4 (Ctert-Butyl), 21.2 (Ac, 3xCH3), 27.8 (tert-Butyl, 
3xCH3), 55.0 (CH2-Sulfat), 61.2 (CH2O-Gal), 62.3 (C6-Gal), 98.9 (C1-Gal), 114.4, 
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119.1 (C3/C4-Furan), 128.2-130.1 (10xC-TBDPS), 133.2, 133.6 (C2/C5-Furan), 
147.8, 147.9 (2xC-TBDPS), 165.6, 166.1 (3xC-Ac, C=O). 
c.) Abspaltung der tert-Butyl-diphenylsilylgruppe (119) 
1 eq. monoglycosidiertes Furan wird mit 2 eq. TBAF und 50 mg 18-Krone-6 bei einer 
Temperatur von 0° C in THF gelöst und 5 h gerührt (DC-Kontrolle). Das Reaktionsgemisch 
wird in Chloroform aufgenommen, zuerst mit 1N HCl und dann mit H2O ausgeschüttelt. Nach 
Trocknem der organischen Phase über Natriumsulfat wird das Lösungsmittel evaporiert und 
der Rückstand über eine Silicasäule (CH2Cl2/MeOH 9:1) säulenchromatographiert. Das ölige 
Produkt wird mit einer Ausbeute von 59 % erhalten. 
 
 Rf (CH2Cl2/MeOH 5 :1)= 0.58 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 495.0 [M-H]- (100). 
 1H-NMR (250 MHz, D2O) : δ = 1.01 (s, 9H, tBu), 1.95-2.07 (m, 9H, OAc), 3.44 (m, 2H, 
H6,H6´), 4.11 (ddd, 1H, J(H5,H6) = 5.19 Hz, J(H5,H6´) = 6.39 Hz, J(H5,H4) = 1.12 
Hz, H5), 4.58 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.07 Hz, CH2-Furan), 4.63 (d, 1H, J(H1,H2) = 8.03 
Hz, H1), 4.75 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.07 Hz, CH2-Furan), 4.83 (s, 2H, CH2-Sulfat), 4.99 
(dd, 1H, J(H3 ,H2) = 11.53 Hz, J(H3,H4) = 3.23 Hz, H3), 5.17 (dd, 1H, J(H2,H1) = 
8.03 Hz, J(H2,H3) = 11.53 Hz, H2), 5.47 (dd, 1H, J(H4,H5) = 1.12 Hz, J(H4,H3) = 
3.23 Hz, H4), 7.28, 7.44 (H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, D2O) : δ = 58.7 (CH2O-Gal), 59.8 (C6-Gal), 61.1 (CH2-Sulfat), 
68.2, 69.3, 71.6, 74.2 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 98.9 (C1-Gal), 121.1, 121.4 
(C3/C4-Furan), 142.1, 142.6 (C2/C5-Furan), 170.7 (3xAc, C=O). 
d.) Sulfatierung des monoglycosidierten, sulfatierten Furans (120) 
Siehe Allgemeine Vorschrift der Sulfatierung der monoglycosidierten Furane. 
 
 Rf (CH2Cl2/MeOH 5 :1)= 0.41 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 287.0 [M-2H]2- (100) ; 575.0 [M-H]- (22). 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.13 (s, 9H, tBu), 1.98-2.09 (m, 9H, OAc), 3.94 (m, 2H, 
H6,H6´), 4.13 (ddd, 1H, J(H5,H6) = 5.25 Hz, J(H5,H6´) = 6.47 Hz, J(H5,H4) = 1.09 
Hz, H5), 4.61 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.23 Hz, CH2-Furan), 4.69 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.98 
Hz, H1), 4.81 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.23 Hz, CH2-Furan), 4.99 (s, 2H, CH2-Sulfat), 5.11 
(dd, 1H, J(H3 ,H2) = 11.09 Hz, J(H3,H4) = 3.48 Hz, H3), 5.21 (dd, 1H, J(H2,H1) = 
7.98 Hz, J(H2,H3) = 11.09 Hz, H2), 5.54 (dd, 1H, J(H4,H5) = 1.09 Hz, J(H4,H3) = 
3.48 Hz, H4), 7.31, 7.42 (H2/H5-Furan). 
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 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 21.2 (3xC-Ac, CH3), 61.7 (CH2O-Gal), 64.5 (CH2-
Sulfat), 67.5 (C6-Gal), 67.7, 69.9, 70.7, 71.6 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 99.6 
(C1-Gal), 118.1, 120.3 (C3/C4-Furan), 136.4, 137.2 (C2/C5-Furan), 171.1 (3xC-Ac, 
C=O). 
e.) Entschützung acetylgeschützter Furansaccharidmimetika (121) 
Das acetylgeschützte Saccharidmimetikum wird in einem Lösungsmittelgemisch von 
Triethylamin/Methanol/Wasser (4:2:1) suspendiert und 5 h bei RT gerührt (DC-Kontrolle). 
Das Lösungsmittel wird bei 35° C evaporiert und der verbleibende Rückstand dreimal mit 10 
ml Ethanol nachgedampft. Das Produkt wird nach säulenchromatographischer Aufreinigung 
(AcCN/H2O 95:5) in einer Ausbeute von 30 % erhalten. 
 
 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.51 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 224.1 [M-2H]2- (100) ; 449.3 [M-H]- (15). 
 1H-NMR (400 MHz, D2O): δ = 3.42 (dd, 1H, J(H2,H3) = 9.73 Hz, J(H2,H1) = 7.54 Hz, 
H2), 3.54 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.73 Hz, J(H3,H4) = 3.09 Hz, H3), 3.74 (ddd, 1H, 
J(H5,H6) = 5.73 Hz, J(H5,H6´) = 6.34 Hz, J(H5,H4) = 1.37 Hz, H5), 3.83 (dd, 1H, 
J(H6,H6´) = 11.93 Hz, J(H6,H5) = 5.73 Hz, H6), 3.88 (dd, 1H, J(H6´,H6) = 11.93 Hz, 
J(H6´,H5) = 6.34 Hz, H6´), 3.96 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.09 Hz, J(H4,H5) = 1.37 Hz, 
H4), 4.44 (d, 1H, J(CH,H´) = 11.76 Hz, CH2-Furan), 4.67 (d, 1H, J(CH,H´)=11.76 Hz, 
CH2-Furan), 5.05 (s, 2H. CH2-Sulfat), 7.63, 7.65 (H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, D2O) : δ = 60.8 (CH2O-Gal), 61.5 (CH2-Sulfat), 63.9 (C6-Gal), 
73.5, 74.5, 77.0, 79.2 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 103.9 (C1-Gal), 122.1, 
122.8 (C3/C4-Furan), 146.0, 146.3 (C2/C5-Furan). 
 
9.1.2.12 Allgemeine Vorschrift zur Sulfonierung der monoglycosidischen Furane 
 
Die Sulfonierung der monoglycosidischen Furane verläuft über drei Reaktionsschritte. 
 
a.) Bromierung der monoglycosidischen Furane (100) 
siehe allgemeine Vorschrift zur Bromierung der monoglycosidierten Furane. 
 
b.) Einführung der Thioacetatgruppe (111) 
1 eq. bromiertes Monoglycosid wird in wenigen ml absolutem DMF gelöst. Nach Zugabe von 
5 eq. KSAc verfärbt sich die Reaktionslösung von farblos nach gelb. Nach 5 h bildet sich ein 
Niederschlag. DC-Kontrolle mit HE/EE 3:2 zeigt die vollständige Umsetzung des Bromids. 
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Der Niederschlag wird abfiltriert und das DMF im Hochvakuum evaporiert. 
Säulenchromatographische Aufarbeitung an Kieselgel mit HE/EE 3:2 ergibt das Produkt 111 
in einer Ausbeute von 55 %. 
 
 Rf (HE/EE 3 :2) = 0.3 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 662.3 [M+NH4]
+ (100). 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ =  1.23 (d, 3H, J(CH3,H5) = 7.27 Hz, CH3), 2.34 (s, 3H, 
CH3-Ac), 4.07 (m, 1H, H5), 4.58 (s, 2H, CH2-SAc), 4.79 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.03 Hz, 
CH2´-Furan), 4.91 (d, 1H, J(H1,H2) = 8.04 Hz), 5.52 (dd, 1H, J(H3, H2) = 11.17 Hz, 
J(H3,H4) = 3.24 Hz, H3), 5.70 (dd, 1H, J(H4, H5) = 1.08 Hz, J(H4,H3) = 3.24 Hz, H4), 
5.80 (dd, 1H, J(H2,H3) = 11.17 Hz, J(H2, H1) = 8.04 Hz, H2), 7.19-8.08 (m, 17H, 
OBz, H2/H5-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 18.1 (CH3-Fuc), 28.2 (CH2-SAc), 29.5 (CH3 – SAc), 
68.2, 72.2, 72.8, 74.0 (C2-Fuc, C3-Fuc, C4-Fuc, C5-Fuc), 98.8 (C1-Fuc), 117.4, 
124.6 (C3/C4-Furan), 128.9-133.7 (15xCBz), 141.0, 146.7 (C2/C5-Furan), 167.1 
(3xCBz), 192.8 (SAc, C=O). 
 
c) Oxidation des Thioacetats zur Sulfonsäure (112) 
Zu einer Lösung aus 1 eq. Monoglycosid und 1 eq. NaOAc in 20 ml Essigsäure werden 8 eq. 
33 % H2O2-Lösung hinzugegeben. Nach 12 h Rühren bei RT wird die Reaktion abgebrochen 
(DC-Kontrolle CH2Cl2/MeOH 5:1). Das Lösungsmittel evaporiert. Der Rückstand wird dreimal 
mit jeweils 20 ml Ethanol nachgedampft. Die Aufreinigung erfolgt an Kieselgel mit 
CH2Cl2/MeOH 9:1. Die Sulfonsäure 112 wird in Ausbeuten von 35-40 % als weißer Schaum 
erhalten. 
 
 Rf (CH2Cl2/MeOH 5 :1) = 0.55 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 649.2 [M-H]- (100). 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ = 1.29 (d, 3H, J(CH3,H5) = 7.05 Hz, CH3), 4.11 (m, 1H, 
H5), 4.74 (s, 2H, CH2-Sulfon), 4.84 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.27 Hz, CH2´-Furan), 4.95 (d, 
1H, J(H1,H2) = 8.26 Hz), 5.55 (dd, 1H, J(H3, H2) = 11.03 Hz, J(H3,H4) = 3.27 Hz, 
H3), 5.76 (dd, 1H, J(H4,H5) = 0.97 Hz, J(H4,H3) = 3.27 Hz, H4), 5.85 (dd, 1H, 
J(H2,H3) = 11.03 Hz, J(H2,H1) = 8.26 Hz, H2), 7.21-8.15 (m, 17H, OBz, H2/H5-
Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 18.2 (CH3-Fuc), 46.7 (CH2-Sulfon), 69.1, 72.1, 72.8, 
74.2 (C2-Fuc, C3-Fuc, C4-Fuc, C5-Fuc), 117.4, 118.5 (C3/C4-Furan), 127.4-133.3 
(15xCBz), 138.1, 141.0 (C2/C5-Furan), 166.9, 167.2, 167.5 (3xCBz). 
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9.1.2.13 Allgemeine Vorschrift zur Entschützung der sulfonierten, benzoyl-
geschützten Saccharidmimetika 
Das benzoylgeschützte, sulfonierte Saccharidmimetikum 112 wird in wenigen ml Methanol 
gelöst, mit frisch angesetzter 0,1 N Natriummethylatlösung versetzt und für 10 h bei 
Raumtemperatur gerührt (DC-Kontrolle). Nach vollständiger Reaktion wird das Lösungsmittel 
evaporiert, der Rückstand mit wenigen ml H2O aufgenommen und mit 0,1 N HCl auf pH 7.0 
(pH-Meter) neutralisiert. Die wässrige Phase wird bis zu fünfmal mit Diethylether extrahiert 
und schließlich lyophilisiert. Säulenchromatographische Aufreinigung erfolgte mit AcCN/H2O 
90:10. Das Produkt 113 wird als weißes Pulver mit einer Ausbeute von 80-90% erhalten. 
 
 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.63 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 337.1 [M-H]- (73). 
 1H-NMR (400 MHz, D2O) : δ = 1.25 (d, 3H, J(CH3,H5) = 6.52 Hz, CH3), 3.47 (dd, 1H, 
J(H2,H1) = 7.89 Hz, J(H2,H3) = 9.96 Hz, H2), 3.61 (dd, 1H, J(H3,H2) = 9.96 Hz, 
J(H3,H4) = 3.51 Hz, H3), 3.75 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.51 Hz, H4), 3.78 (dq, 1H, 
J(H5,CH3) = 6.48 Hz, H5), 4.13 (d, 1H, J(H1,H2) = 8.73 Hz, H1), 4.72 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 11.89 Hz, CH2´OFuc), 4.78 (s, 2H, CH2-Sulfon), 4.91 (d, 1H, J(CH,H´) = 
11.89 Hz, CH2OFuc), 7.56 (s, 1H, H5-Furan), 7.58 (s, 1H, H2-Furan). 
 13C-NMR (151 MHz, D2O) : δ = 18.2 (CH3-Fuc), 48.5 (CH2-Sulfon), 64.1 (CH2O-Fuc), 
73.1, 71.3, 73.6, 75.7 (C2-Fuc, C3-Fuc, C4-Fuc, C5-Fuc), 104.2 (C1-Fuc), 118.1, 
123.5 (C2/C5-Furan). 145.9, 146.5 (C3/C4-Furan). 
 




1 eq. GSF werden mit 1.2 eq. Biotin-Maleinimid in wenig H2O gelöst und 24-48 h bei 45° C 
gerührt. Nach beendeter Reaktion wird das Lösungsmittel lyophilisiert und der Rückstand per 
präparativer HPLC aufgereinigt (RP18-Säule). Das Produkt 124 wird mit einer Ausbeute von 
41 % als weisser Rückstand erhalten. 
 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 895.5 [M-H]- (100). 
 HPLC (Chromlith C-18e, 1 ml/s, H2O/AcCN, 100 % H2O  0 % in 30´ = 5.7´ 
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9.1.2.15 Synthese von Tricyclo-[5,2,1,02,6]-4-aza-3,5-dioxo-10-oxa-8,9-Bis-
(galactopyranosyloxymethyl)- 4-biotinyl-8-decan (126) 
 
1 eq. 3,4-BGF werden mit 1.2 eq. Biotinmaleinimid in H2O aufgenommen und 36 h bei bei 
45° C  gerührt. Das Produkt wird über Gefriertrocknung eingeengt. Die Aufreinigung erfolgt 
über die präparative HPLC (Säule: Lichrosphere-RP18-(e); Eluent: Acetonitril:H2O=O:100 
gradient; →50/50 in 20 min; Fluss: 1 ml/min, UV= 210 nm). Das Produkt 126 wird mit einer 
Ausbeute von 35 % als weißer Rückstand erhalten. 
 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 1000.5 [M+Na]+ (100). 
 HPLC (1 ml/s, H2O/AcCN, 100 % H2O  50 % in 20´ =10.40 
 
9.1.3 Synthese der Cyclohexen-Saccharidmimetika 
9.1.3.1 Allgemeine Vorschrift für die Glycosidierung der Cyclohexene 
Siehe Allgemeine Vorschrift für die Glycosidierung der Furane.  
trans-4-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl--D-galactopyranosyl-oxymethyl)-5-hydroxymethyl-
cyclohex-2-en (38) 
 Rf (HE/EE 7 :3) = 0.1 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 721.9 [M+H]+ (19). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 1.75 (m, 1H, H1-Cyclohexen), 1.87 (m, 1H, H2-
Cyclohexen), 1.95 (m, 2H, H3/H3´-Cyclohexen), 2.06 (m, 2H, H6/H6´-Cyclohexen), 
3.15 (J(H,H´) = 11.98 Hz, CH´-Cyclohexen), 3.22 (d, J(H,H´) = 11.98 Hz, CH´- 
Cyclohexen), 3.62 (CH2-OGal), 3.70 (s, 2H, CH2-OH), 4.25 (dd, 1H, J(H6´, H6)= 
11.21 Hz, J(H6´, H5)=6.12 Hz, H6´), 4.70 (dd, 1H, J(H6, H6´) = 11.21 Hz, J(H6,H5) = 
6.12 Hz, H6), 4.82 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.54 Hz, H1) 5.40 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.78 
Hz, J(H3,H4) = 3.14 Hz, H3), 5.64, 5.70 (H4/H5-Cyclohexen),  5.84 (dd, 1H, J(H2,H3) 
= 10.78 Hz, J(H2,H1) = 7.54 Hz, H2), 6.01 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.14 Hz, H4), 7.20-
8.07 (m, 20 H, Bz). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 35.2, 35.4 (C3/C6-Cyclohexen, 2xCH2), 43.1 (C1-
Cyclohexen, CH), 45.7 (C2-Cyclohexen, CH), 71.0 (CH2-OH), 72.5 (CH2-OGal), 77.7 
(C6-Gal), 79.3, 80.9, 81.1, 81.4 (C2-,C3-,C4-,C5-Gal), 110.4 (C1-Gal), 117.3, 117.7 
(C=C), 128.7-133.8 (20xCBz), 174.3, 174.7, 174.8, 175.8 (4xCBz). 
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 Rf (HE/EE 3 :2) = 0.25 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 738.4 [M+NH4]
+ (44) ; 1441.7 [2M+H]+ (17) ; 1458.8 
[2M+NH4]
+ (13). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 1.85 (m, 1H, H1-Cyclohexen), 2.04 (m, 1H, H2-
Cyclohexen), 2.12 (m, 2H, H3/H3´-Cyclohexen), 2.35 (m, 2H, H6/H6´-Cyclohexen), 
3.52 (J(H,H´) = 12.29 Hz, CH´-Cyclohexen), 3.58 (d, J(H,H´) = 12.29 Hz, CH´- 
Cyclohexen), 3.75 (s, 2H, CH2-OH), 4.01 (CH2-OGlu), 4.37 (dd, 1H, J(H6´, H6)= 
12.01 Hz, J(H6´, H5) = 6.77 Hz, H6´), 4.70 (dd, 1H, J(H6, H6´) = 12.01 Hz, J(H6,H5) 
= 6.77 Hz, H6), 4.84 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.80 Hz, H1),  5.54 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.37 
Hz, J(H3,H4) = 2.39 Hz, H3), 5.60, 5.67 (H4/H5-Cyclohexen),  5.81 (dd, 1H, J(H2,H3) 
= 10.37 Hz, J(H2,H1) = 7.80 Hz, H2), 5.97 (dd, 1H, J(H4,H3) = 2.39 Hz, H4), 7.09-
8.07 (m, 20 H, Bz). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 35.2, 35.3 (C3/C6-Cyclohexen), 43.2 (C1-
Cyclohexen), 45.8 (C2-Cyclohexen), 69.1 (CH2-OH), 72.5 (CH2-OGlu), 79.0 (C6-Glu), 
80.7, 81.2, 81.4, 82.4 (C2-, C3-,C4-, C5-Glu), 110.1 (C1-Glu), 117.6, 117.7 (C4,C5-
Cyclohexen), 128.5-133.4 (20xCBz), 174.1, 174.4, 174.8, 175.2 (4xCBz). 
 
9.1.3.2 Allgemeine Vorschrift für die Sulfatierung der monoglycosidierten 
Cyclohexene 




 Masse (ESI) : m/z (%) = 799.3  [M-H]- (100). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 1.93 (m, 1H, H1-Cyclohexen), 2.01 (m, 1H, H2-
Cyclohexen), 2.14 (m, 2H, H3/H3´-Cyclohexen), 2.27 (m, 2H, H6/H6´-Cyclohexen), 
3.55 (J(H,H´) = 12.15 Hz, CH´-Cyclohexen), 3.59 (d, J(H,H´) = 12.15 Hz, CH´- 
Cyclohexen), 3.89 (CH2-OGal), 4.45 (dd, 1H, J(H6´, H6)= 11.98 Hz, J(H6´, H5)=6.72 
Hz, H6´), 4.73 (dd, 1H, J(H6, H6´) = 11.98 Hz, J(H6,H5) = 6.72 Hz, H6), 4.82 (d, 1H, 
J(H1,H2) = 7.79 Hz, H1), 4.99 (s, 2H, CH2-Sulfat), 5.51 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.52 Hz, 
J(H3,H4) = 2.81 Hz, H3), 5.64, 5.70 (H4/H5-Cyclohexen),  5.84 (dd, 1H, J(H2,H3) = 
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10.52 Hz, J(H2,H1) = 7.79 Hz, H2), 6.01 (dd, 1H, J(H4,H3) = 2.81 Hz, H4), 7.15-8.03 
(m, 20 H, Bz). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ =35.2, 35.4 (C3/C6-Cyclohexen, 2xCH2), 43.1 (C1-
Cyclohexen), 45.7 (C2-Cyclohexen), 58.3 (CH2-Sulfat), 72.5 (CH2O-Gal), 77.7 (C6-
Gal), 79.3, 80.9, 81.1 (C2-,C3-,C4-,C5-Gal), 110.4 (C1-Gal),117.3, 117.7 (C4,C5-





 Masse (ESI) : m/z (%) = 799.3  [M-H]- (100). 
 1H-NMR (250 MHz, CDCl3) : δ = 1.87 (m, 1H, H1-Cyclohexen), 2.09 (m, 1H, H2-
Cyclohexen), 2.17 (m, 2H, H3/H3´-Cyclohexen), 2.35 (m, 2H, H6/H6´-Cyclohexen), 
3.49 (J(H,H´) = 12.27 Hz, CH´-Cyclohexen), 3.53 (d, J(H,H´) = 12.27 Hz, CH´- 
Cyclohexen), 3.98 (CH2-OGlu), 4.37 (dd, 1H, J(H6´, H6)= 12.01 Hz, J(H6´, H5) = 6.77 
Hz, H6´), 4.70 (dd, 1H, J(H6, H6´) = 12.01 Hz, J(H6,H5) = 6.77 Hz, H6), 4.84 (d, 1H, 
J(H1,H2) = 7.80 Hz, H1), 5.01 (s, 2H, CH2-Sulfat), 5.54 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.37 Hz, 
J(H3,H4) = 2.39 Hz, H3), 5.60, 5.67 (H4/H5-Cyclohexen),  5.81 (dd, 1H, J(H2,H3) = 
10.37 Hz, J(H2,H1) = 7.80 Hz, H2), 5.97 (dd, 1H, J(H4,H3) = 2.39 Hz, H4), 7.07-8.10 
(m, 20 H, Bz). 
 13C-NMR (63 MHz, CDCl3) : δ = 35.2, 35.3 (C3/C6-Cyclohexen), 43.2 (C1-
Cyclohexen), 45.8 (C2-Cyclohexen), 59.9 (CH2-Sulfat), 72.5 (CH2-OGlu), 79.0 (C6-
Glu), 80.7, 81.2, 81.4, 82.4 (C2-, C3-,C4-, C-5-Glu), 110.1 (C1-Glu), 117.6, 117.7 
(C4,C5-Cyclohexen), 128.5-133.4 (20xCBz), 174.1, 174.4, 174.8, 175.2 (4xCBz). 
9.1.3.3 Allgemeine Vorschrift zur Entschützung der benzoyilierten, sulfatierten 
Cyclohexen-Saccharidmimetika 




 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.59 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 429.1 [M-H+2Na]+ (100) , 835.2 [2M-2H+3Na]+ (17). 
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 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.62 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 429.1 [M-H+2Na]+ (22) , 835.2 [2M-2H+3Na]+ (4). 
9.1.4 Synthese der Benzol-Saccharidmimetika 
9.1.4.1 Allgemeine Vorschrift für die Glycosidierung der Benzole 




 Masse (ESI) : m/z (%) = 734.3 [M+NH4]
+ (31), 739.2 [M+Na]+ (12), 1451.8 [2M+Na]+ 
(4). 
9.1.4.2 Allgemeine Vorschrift für die Sulfatierung der monoglycosidierten Benzole 




 Masse (ESI) : m/z (%) = 796.3 [M-H]- (100). 
9.1.4.3 Allgemeine Vorschrift zur Entschützung der benzoylierten, sulfatierten 
Benzol-Saccharidmimetika 





 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.61 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 379.2 [M-H]- (100). 
 1H-NMR (400 MHz, D2O) : δ =3.29 (dd, 1H, J(H2,H3) = 8.96 Hz , J(H2,H1) = 8.03 Hz, 
H2), 3.45 (dd, 1H, J(H3,H2) = 8.96 Hz, (dd, 1H, J(H3,H4) = 3.52 Hz, H3), 3.73 (ddd, 
1H, J(H5,H6) = 5.47 Hz, J(H5,H6´) = 7.05 Hz, J(H5,H4)=1.37 Hz, H5), 3.87 (dd, 1H, 
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J(H6,H6´)=12.03 Hz, J(H6,H5)=5.47 Hz, H6), 3.90 (dd, 1H, J(H6´,H6)=12.03 Hz, 
J(H6´,H5)=7.05 Hz, H6´), 3.93 (dd, 1H, J(H4,H3) = 2.01 Hz, J(H4,H5) = 1.37 Hz, H4), 
4.49 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.95 Hz, H1), 4.76 (s, 2H, CH2Sulfat), 4.87 (d, 1H, J(CH,CH´) 
= 11.92 Hz, CH´2-Benzol), 5.05 (d, 1H, J(CH,H´)=11.92 Hz, CH´2-Benzol), 7.47-7.98 
(m, 4H, H3-,H4-,H5,-H6-Benzol). 
 13C-NMR (151 MHz, D2O) : δ = 63.5  (CH2OGlu), 71.0 (CH2-Sulfat), 71.5 (CH2-OGlu), 
72.3, 75.2, 75.8, 78.6 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 103.8 (C1-Gal), 131.8, 
132.1, 132.8, 133.1 (C3-,C4-,C5-,C6-Benzol), 138.0 (C2-Benzol), 138.9 (C1-Benzol). 
9.1.5 Synthese der Thiophen-Saccharidmimetika 
9.1.5.1 Allgemeine Vorschrift für die Glycosidierung der Thiophene 




 Rf (HE/EE 3 :2) = 0.17 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 740.3 [M+NH4]
+ (100). 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 4.24 (dd, 1H, J(H5,H6) = 12.03 Hz, J(H5,H6´) = 7.22 Hz, 
H5), 4.57 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.49 Hz, J(H6´,H5) = 7.22 Hz, H6´), 4.61 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 11.78 Hz, CH,H´OGal), 4.63 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.49 Hz, J(H6,H5) = 
12.03 Hz, H6), 4.66 (d, 1H, J(H,H´) = 11.78 Hz, CH,H´OGal), 4.86 (s, 2H, CH2-OH), 
4.97 (d, 1H, J(H1,H2) = 8.05 Hz, H1), 5.43 (dd, 1H, J(H3,H2) = 11.15 Hz, J(H3,H4) = 
3.24 Hz, H3), 5.63 (dd, 1H, J(H2,H1) = 8.05 Hz, J(H2,H3) = 11.15 Hz, H2), 5.89 (dd, 
1H, J(H4,H5) = 0.58 Hz, J(H4,H3) = 2.74 Hz, H4), 7.48-8.08 (m, 20H, Bz, H2/H5-
Thiophen). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 60.9 (CH2-OH), 63.8 (CH2O-Gal), 65.2 (C6-Gal), 
71.2, 71.3, 72.2, 72.9 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 103.7 (C1-Gal), 117.7, 
118.9 (C2/C5-Thiophen), 127.0, 129.1 (C3/C4-Thiophen), 128.1-133.9 (20xCBz), 





 Rf (HE/EE 3 :2) = 0.29 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 808.4 [M+NH4]
+ (17). 
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 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ = 4.10 (dd, 1H, J(H5,H6) = 11.24 Hz, J(H5,H6´) = 7.16 
Hz, H5), 4.35 (m, 1H, H6´), 4.49 (d, 1H, J(CH,H´) = 11.45 Hz, CH,H´OGal), 4.61 (dd, 
1H, J(H6,H6´) = 11.37 Hz, J(H6,H5) = 10.08 Hz, H6), 4.63 (d, 1H, J(H,H´) = 11.45 Hz, 
CH,H´OGal), 4.82 (s, 2H, CH2-OH), 4.91 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.99 Hz, H1), 5.61 (dd, 
1H, J(H3,H2) = 10.33 Hz, J(H3,H4) = 3.47 Hz, H3), 5.77 (dd, 1H, J(H2,H1) = 7.99 Hz, 
J(H2,H3) = 10.33 Hz, H2), 5.99 (dd, 1H, J(H4,H5) = 0.39 Hz, J(H4, H3) = 2.49 Hz, 
H4), 7.22-8.10 (m, 22 H, Bz). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 56.0 (CH2-OH), 56.8 (CH2-Gal), 62.2 (C6-Gal), 68.1, 
69.7, 71.6, 71.8 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 102.5 (C1-Gal), 124.5, 126.4 
(C2/C5-Thiophen), 128.2-133.7 (20xCBz), 136.8, 137.1 (C3/C4-Thiophen), 165.3, 
165.6, 166.0, 166.1 (4xCBz). 




Siehe Allgemeine Vorschrift für Sulfatierung der monoglycosidierten Furane.  
 
 Rf (CH2Cl2/MeOH 5 :1) = 0.47 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 801.2 [M-H]- (100). 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : δ = 4.27 (dd, 1H, J(H5,H6) = 12.11 Hz, J(H5,H6´) = 7.16 
Hz, H5), 4.51 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.31 Hz, J(H6´,H5) = 7.16 Hz, H6´), 4.59 (d, 1H, 
J(CH,H´) = 11.82 Hz, CH,H´OGal), 4.65 (dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.31 Hz, J(H6,H5) = 
12.11 Hz, H6), 4.69 (d, 1H, J(H,H´) = 11.82 Hz, CH,H´OGal), 4.86 (s, 2H, CH2-Sulfat), 
4.95 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.75 Hz, H1), 5.44 (dd, 1H, J(H3,H2) = 11.19 Hz, J(H3,H4) = 
3.09 Hz, H3), 5.61 (dd, 1H, J(H2,H1) = 7.75 Hz, J(H2,H3) = 11.19 Hz, H2), 5.85 (dd, 
1H, J(H4,H5) =0.79 Hz, J(H4,H3)=2.83 Hz, H4), 7.41-8.10 (m, 22 H, Bz, H2/H5-
Thiophen). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 63.8 (CH2O-Gal), 65.1 (C6-Gal), 67.6 (CH2-Sulfat), 
71.2, 71.3, 72.2, 72.9 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 102.8 (C1-Gal), 117.8, 
121.7 (C2/C5-Thiophen), 128.2, 128.8 (C3/C4-Thiophen), 128.6-133.7 (20xCBz), 
167.1, 167.2 (4xCBz). 
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 Rf (CH2Cl2/MeOH 5 :1) = 0.53 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 869.2 [M-H]- (100). 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : : δ = 4.18 (dd, 1H, J(H5,H6) = 11.18 Hz, J(H5,H6´) = 
7.08 Hz, H5), 4.39 (m, 1H, H6´), 4.54 (d, 1H, J(CH,H´) = 10.98 Hz, CH,H´OGal), 4.65 
(dd, 1H, J(H6,H6´) = 12.05 Hz, J(H6,H5) = 10.21 Hz, H6), 4.67 (d, 1H, J(H,H´) = 
10.98 Hz, CH,H´OGal), 4.81 (s, 2H, CH2-Sulfat), 4.99 (d, 1H, J(H1,H2) = 8.14 Hz, 
H1), 5.58 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.32 Hz, J(H3,H4) = 3.43 Hz, H3), 5.73 (dd, 1H, 
J(H2,H1) = 7.95 Hz, J(H2,H3) = 10.31 Hz, H2), 6.02 (dd, 1H, J(H4,H5) = 1.14 Hz, 
J(H4, H3) = 3.44 Hz, H4), 7.21-8.07 (m, 20 H, Bz). 
 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) : δ = 55.4 (CH2-Gal), 59.2 (CH2-Sulfat), 61.3 (C6-Gal), 
68.1, 69.0, 70.2, 71.6 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 102.9 (C1-Gal), 119.3, 
120.7 (C3/C4-Thiophen), 128.2-133.7 (20xCBz), 142.1, 143.0 (C2/C5-Thiophen), 
165.0, 165.2, 165.7, 166.4 (4xCBz). 
 
9.1.5.3 Allgemeine Vorschrift zur Entschützung der benzoylierten, sulfatierten 
Thiophen-Saccharidmimetika 
 
Siehe Allgemeine Vorschrift zur Entschützung  der benzoylierten, sulfatierten 
Saccharidmimetika. 
 
3--D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethylthiophen (GST) (95) 
 
 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.61 (Kieselgel 60F) 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 385.2 [M-H]- (55). 
 1H-NMR (400 MHz, D2O) : δ = 3.37 (dd, 1H, J(H2,H3) = 10.69 Hz, J(H2,H1) = 7.63 
Hz, H2), 3.44 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.69 Hz, J(H3,H4) = 3.25 Hz, H3), 3.69 (ddd,1H, 
J(H5,H6) = 5.17 Hz, J(H5,H6´) = 6.93 Hz, J(H5,H4) = 1.52 Hz, H5), 3.89 (dd, 1H, 
J(H6,H6´) = 11.85 Hz, J(H6,H5) = 5.17 Hz, H6), 3.91 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.24 Hz, 
J(H4,H5) = 1.19 Hz, H4), 4.29 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.63 Hz, H1), 4.69 (d, 1H, 
J(CH,CH´) = 12.38 Hz, CH2´-Thiophen), 4.83 (d, 1H, J(CH,H´) = 12.38 Hz, CH2´-
Thiophen), 4.94 (s, 2H, CH2-Sulfat), 6.83 (s, 1H, H5-Thiophen), 6.97 (s, 1H, H2-
Thiophen). 
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 13C-NMR (151 MHz, D2O) : δ = 62.3, 62.9 (CH2OGal, C6-Gal), 67.9 (CH2-Sulfat), 
70.7, 73.7, 75.1, 76.8 (C2-Gal, C3-Gal, C4-Gal, C5-Gal), 118.3, 121.5 (C2/C5-





 Rf (AcCN/H2O 95 :5) = 0.6 
 Masse (ESI) : m/z (%) = 452.9 [M-H]- (100). 
 1H-NMR (400 MHz, D2O) : δ = 3.48 (dd, 1H, J(H2,H3) = 10.05 Hz, J(H2,H1) = 7.91 
Hz, H2), 3.59 (dd, 1H, J(H3,H2) = 10.05 Hz, J(H3,H4) = 3.47 Hz, H3), 3.67 (ddd,1H, 
J(H5,H6) = 4.98 Hz, J(H5,H6´) = 6.85 Hz, J(H5,H4) = 1.87 Hz, H5), 3.79 (dd, 1H, 
J(H6,H6´) = 11.72 Hz, J(H6,H5) = 4.98 Hz, H6), 3.90 (dd, 1H, J(H4,H3) = 3.47 Hz, 
J(H4,H5) = 1.41 Hz, H4), 4.35 (d, 1H, J(H1,H2) = 7.91 Hz, H1), 4.71 (s, 2H, CH2-
Sulfat), 4.81, (d, 1H, J(CH,CH´) = 12.38 Hz, CH2´-Thiophen), 4.87 (d, 1H, J(CH,H´) = 
12.38 Hz, CH2´-Thiophen). 
 13C-NMR (151 MHz, D2O) : δ = 63.4, 64.0, 64.3 (CH2-Sulfat, CH2O-Gal, C6-Gal), 
71.2, 73.2, 75.4, 77.8 (C2-Gal, C3-Gal, C3-Gal, C4-Gal), 104.1 (C1-Gal), 130.6, 
131.1 (C3/C4-Thiophen), 134.3, 135.7 (C2/C5-Thiophen). 
 
 
9.1.6 Synthese der TMC-Saccharidmimetika 
Die hier dargestellten Syntheserouten zur Darstellung der TMC-Saccharidmimetika erfolgten 
in Anlehnung nach Vorschrift von E.Kim[148,161], wobei als Core-Molekül nicht 1,3,5-
Trishydroxymethylcyclohexan 56 (TMC) verwendet wurde, sondern das benzylgeschützte 
TMC-Derivat 57. Durch die Monoderivatisierung des ursprünglichen Core-Moleküls 56 ergibt 
sich einerseits eine wesentliche leichtere Aufreinigung der mono- und diglycosidischen 
Verbindungen, andererseits wird die Anzahl unerwünschter Nebenprodukte minimiert. Die 
vollständigen analytischen Daten sind in der Dissertation von E.Kim aufgeführt[161]. 
9.1.6.1 Allgemeine Vorschrift für die Glycosidierung der TMC 
 
a.) 1.1 eq. 2,3,4,5-Tetra-O-Benzoyl--D-galactose-imidat werden in absolutem 
Dichlormethan vorgelegt und auf -40°C gekühlt. Nach Zugabe von 1 eq. TMC-Derivat 57 
werden katalytische Mengen von TMS-Triflat hinzugefügt. Die Lösung lässt man 
langsam auf Raumtemperatur erwärmen (2 h) und noch weitere 2 h rühren. DC-
Kontrolle erfolgt mit einem HE/EE-Gemisch. Die Reaktion wird mit halbgesättigter 
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Natriumhydrogencarbonatlösung abgebrochen. Anschließend wäscht man die 
organische Phase dreimal mit gesättigter NaHCO3-Lösung und dreimal mit Wasser. 
Nach dem Trocknen über Na2SO4 wird das Lösungsmittel evaporiert. Es erfolgt eine 
säulenchromatografische Aufreinigung an Kieselgel mit Hexan-Essigester (3:2), wobei 
das Monogalactosid  mit 39-45 % Ausbeute als weißer Schaum neben dem Digalactosid  
(5-11 % Ausbeute) erhalten wird.  
 
Monoglycosid 58:  
 
Ausbeute: 41 % 
Masse (ESI): m/z (%) = 843.2 [M+H]+ (100), 866.3 [M+Na]+ (56), 1707.3 [2M+Na]+ (5). 
 
Diglycosid 59: 
Ausbeute: 7 % 
Masse (ESI): m/z (%) = 1422.3 [M+H]+ (35). 
 
b.) 2.5 eq. 2,3,4-Tri-O-benzoyl-a-L-fucoseimidat (bzw. 2,3,4-Tri-O-benzoyl-a-D-
fucoseimidat) werden in absolutem Dichlormethan vorgelegt und auf -40°C gekühlt. 
Nach Zugabe von 1 eq. TMC-Derivat 57 werden katalytische Mengen von TMS-Triflat 
hinzugefügt. Die Lösung lässt man langsam auf Raumtemperatur erwärmen (2 h) und 
noch weitere 2 h rühren. DC-Kontrolle erfolgt mit einem HE/EE-Gemisch. Die Reaktion 
wird mit halbgesättigter Natriumhydrogencarbonatlösung abgebrochen. Die organische 
Phase wäscht man dreimal mit gesättigter NaHCO3-Lösung und dreimal mit Wasser. 
Nach dem Trocknen über Na2SO4 wird das Lösungsmittel evaporiert. Es erfolgt eine 
säulenchromatografische Aufreinigung an Kieselgel mit Hexan-Essigester (3:2), wobei 
das gewünschte Diglycosid  als weißer Schaum erhalten wird.  
 
Diglycosid 65: 
Ausbeute: 47 % 
Masse (ESI): m/z (%) = 1181.5 [M+H]+ (11). 
 
Diglycosid 68: 
Ausbeute: 55 % 
Masse (ESI): m/z (%) = 1181.4 [M+H] (47), 1204.3 [M+Na]+ (9). 
 
c.) 1 eq. 58 werden in absolutem Dichlormethan vorgelegt und auf -40°C gekühlt. Nach 
Zugabe von 1 eq. 2,3,4-Tri-O-benzoyl--L-fucoseimidat werden katalytische Mengen 
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von TMS-Triflat hinzugefügt. Die Lösung lässt man langsam auf Raumtemperatur 
erwärmen (2 h) und noch weitere 2 h rühren. DC-Kontrolle erfolgt mit einem HE/EE-
Gemisch. Die Reaktion wird mit halbgesättigter Natriumhydrogencarbonatlösung 
abgebrochen. Die organische Phase wäscht man dreimal mit gesättigter NaHCO3-
Lösung und dreimal mit Wasser. Nach dem Trocknen über Na2SO4 wird das 
Lösungsmittel evaporiert. Es erfolgt eine säulenchromatografische Aufreinigung an 
Kieselgel mit Hexan-Essigester (3:2), wobei das gewünschte Produkt 62 in einer 
Ausbeute von 66 % erhalten wird. 
 
Masse (ESI): m/z (%) = 1302.3 [M+H]+ (59), 1315.4 [M+NH4]+ (5), 1324.2 [M+Na]+ (17). 
9.1.6.2 Entschützung der TMC-Glycoside 
 
Die Entschützung erfolgte in zwei Stufen. 
 a.) Abspaltung der Benzoylschutzgruppe 
Verbindung 59 (bzw. 62, 65, 68) wird in 20 ml Methanol gelöst und mit einem Überschuss 
von frisch hergestellter Natriummethanolat-Lösung versetzt. Nach Rühren über Nacht erfolgt 
die Neutralisation mit Dowex WX8H+. Nach Evaporierung des Lösungsmittels wird der 
Rückstand mit 10 ml H2O aufgenommen und dreimal mit Diethylether ausgeschüttelt. Nach 
Lyophilisierung der wässrigen Phase erfolgt die säulenchromatographische Aufreinigung an 
Kieselgel mit AcCN/H2O (80:20). Das jeweilige Produkt (60, 63, 66, 69) wird in einer 
Ausbeute von 45-55 % erhalten. 
 
Diglycosid 60: 
Ausbeute: 49 % 
Masse (ESI): m/z (%) = 589.4 [M+H]+ (85), 611.2 [M+Na]+ (27). 
 
Diglycosid 63: 
Ausbeute: 45 % 
Masse (ESI): m/z (%) = 573.4 [M+H]+ (100), 595.2 [M+Na]+ (41), 1145.5 [2M+H]+ (13). 
 
Diglycosid 66: 
Ausbeute: 55 % 
Masse (ESI): m/z (%) = 579.4 [M+Na]+ (100), 1135.7 [2M+Na]+ (43). 
 
Diglycosid 69: 
Ausbeute: 51 % 
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Masse (ESI): m/z (%) = 557.4 [M+H]+ (26), 574.7 [M+NH4]
+ (69), 579.4 [M+Na]+ (88), 1135.7 
[2M+Na]+ (95). 
 
b.) Abspaltung der Benzylschutzgruppe 
Die jeweiligen benzylgeschützten Saccharidmimetika 60, 63, 66 und 69 werden jeweils in 
Methanol vorgelegt. Nach Zugabe einer Spatelspitze Palladium/Aktivkohle (10 % Pd) läßt 
man 12 h unter Zuführung von Wasserstoff rühren. Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle) 
wird das Lösungsmittel evaporiert und das jeweilige Rohprodukt über 
Säulenchromatographie mit AcCN/H2O 90:10 aufgereinigt. Die diglycosidischen TMC-
Saccharidmimetika werden in einer Ausbeute von 80-90 % als weißes Pulver erhalten. 
 
Diglycosid 61: 
Ausbeute: 88 % 
Masse (ESI): m/z (%) = 521.2 [M+Na]+ (100). 
 
Diglycosid 64: 
Ausbeute: 95 % 
Masse (ESI): m/z (%) = 483.3 [M+H]+ (79), 505.2 [M+Na]+ (46). 
 
Diglycosid 67: 
Ausbeute: 91 % 
Masse (ESI): m/z (%) = 489.3 [M+Na]+ (100), 955.6 (2M+Na]+ (26). 
 
Diglycosid 70: 
Ausbeute: 83 % 
Masse (ESI): m/z (%) = 467.3 [M+H]+ (17),  484.3 [M+NH4]
+ (30), 489.3 [M+Na]+ (35), 933.6 
[2M+H]+ (7), 955.6 [2M+Na]+ (25). 
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9.2 Biologische Abbaubarkeit 
 
9.2.1 Durchführung von Abbautests zur biol. Abbaubarkeit nach OECD 
9.2.1.1 Closed Bottle Test (CBT nach OECD 301 D : 1992) 
 
Herstellen des Mineralmediums 
Für die Herstellung des Mineralmediums wurden vier verschiedene Stammlösungen in 
konzentrierter Form vorbereitet (OECD 1992), aliquotiert und bei -70°C bis zum Gebrauch 
gelagert. Für die Herstellung des Mineralmediums wurde von jeder Stammlösung 1 g/l 
benötigt.  
 
Behandlung des Inokulums 
Zur Beimpfung des Testansatzes wurde Inokulum aus dem Ablauf der kommunalen 
Kläranlage Kenzingen verwendet. Am Tag des Testbeginns wurde eine Ablaufprobe 
entnommen und durch Papierfilter (S&S Faltenfilter 595 1/2) filtriert. Die ersten 200 ml des 
Filtrates wurden verworfen. Bis zum Gebrauch wurde das Inokulum belüftet. Nach OECD 














B Calciumchlorid-Dihydrat 36,40 
C Magnesiumsulfat-Heptahydrat 22,50 
D Eisen(III)chlorid-Hexahydrat 0,25 
Tabelle 10: Zusammensetzung der Stammlösung des Mineralmediums für den CBT. 
 
Ansatz der Testkulturen 
Vor Testbeginn wurden die verwendeten Flaschen mit 10% (v/v) ethanolischer HCl-Lösung 
gereinigt, anschließend zweimal mit VE-Wasser und einmal mit hochreinem Wasser 
(Millipore-Wasser) gespült und im Trockenschrank getrocknet. Am Vortag des Testbeginns 
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erfolgte die Sauerstoffsättigung des VE-Wassers auf ungefähr 9 mg/l O2 mit medizinischer 
Druckluft. Die belüfteten Kanister (2 * 28 l) wurden über Nacht bei 20°C im Thermoschrank 
gelagert. 
In Tabelle 11 sind die Testansätze dargestellt. 
 
Testansatz Zusammensetzung 
Blindansatz Medium + Inokulum 
Referenzkontrolle Medium + Inokulum + Natriumacetat 
Testansatz mit Substanz Medium + Inokulum + Testsubstanz 
Toxizitätskontrolle Medium + Inokulum + Testsubstanz + Natriumacetat 
Tabelle 11: Übersicht der Testansätze im CBT. 
Die Aktivität des Inokulums kann anhand der Referenzkontrolle abgelesen werden. Zudem 
dient sie zusammen mit dem Testansatz als Vergleichsparameter zur Auswertung der 
Toxizitätskontrolle, mit der toxische Einflüsse der Testsubstanzen festgestellt werden sollen 
(OECD 1992). Deren Aussagekraft ist jedoch insofern eingeschränkt, da nur Effekte auf 
Mikroorganismen erfasst werden, die in Gegenwart von Natriumacetat die Testsubstanz 
unter Sauerstoffverbrauch abbauen können. 
Die eingesetzten Substanzkonzentrationen richteten sich nach dem ThSB (5 mg O2/l), der 
aufgrund der bekannten chemischen Zusammensetzung nach OECD 301D (1992) berechnet 
werden kann. Für jeden Versuchsansatz wurde pro Liter Probenvolumen je 1 ml der 
Stammlösungen A-D sowie 2 Tropfen des vorbereiteten Inokulums eingesetzt. Für die 
Referenzkontrolle wurde jeweils 6,41 mg/l Natriumacetat (entspricht ca. 5 mg O2/l ThSB) 
verwendet.  
Die Testsubstanz wurde im Testansatz und in der Toxizitätskontrolle in der gleichen 
Konzentration eingesetzt. Die Ansätze erfolgten jeweils in 10 l Polyethylenkanistern, aus 
denen anschließend das luftblasenfreie Abfüllen der Enghalsflaschen erfolgte. Nach dem 
Verschließen wurden die Flaschen im Dunkeln bei 20°C im Thermoschrank inkubiert. Der 
Test wurde im Doppelansatz durchgeführt. 
 
Sauerstoff-, pH- und Temperaturmessung 
Während der Versuchsdauer wurde an sechs Versuchstagen (0., 1., 7., 14., 21. und 28. Tag) 
von jedem Ansatz die Sauerstoffzehrung mittels einer Sauerstoffsonde in Parallelmessungen 
bestimmt. Messungen des pH-Wertes und der Temperatur wurden zur Qualitätssicherung 
durchgeführt (siehe Abbildung 88). 
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Abbildung 88: Messaufbau zur Bestimmung des pH und der Sauerstoffkonzentration. 
 
Gültigkeit 
Der Test kann gemäß der Testvorschrift als valide betrachtet werden, wenn 
 innerhalb von 14 Tagen ein mindestens 60 %iger Abbau der Referenzsubstanz 
Natriumacetat erfolgt, 
 die Abbauwerte in den Parallelansätzen um weniger als 20 % voneinander 
abweichen (im Plateau, am Testende oder am Ende des 10-Tage-Fensters 
(wahlweise 14d) in dem der mindestens 60%iger Abbau der Testsubstanz 
stattgefunden hat), 
 in der Toxizitätskontrolle die Referenzsubstanz zu mehr als 25% abgebaut wird (bei 
Werten unter 25 % gilt die Substanz als Inhibitor), 
 im Blindansatz die Konzentration an gelöstem Sauerstoff nicht mehr als um 1,5 mg 
nach 28 Tagen abnimmt, 
 die Konzentration an gelöstem Sauerstoff in den Testansätzen nicht unter 0,5 mg/l 
fällt. 
 
Berechnung der Ergebnisse 
Der Abbau einer Testsubstanz wurde nach OECD (1992) über deren Sauerstoffzehrung 
(BSB) ermittelt, von der die Zehrung eines mitgeführten Blindansatzes, der nur aus 
Mineralmedium und Inokulum besteht, abzuziehen ist. Diese Differenz wird als prozentualer 
Anteil am theoretischen Sauerstoffbedarf (ThSB) bzw. im Falle der Toxizitätskontrolle als 
ThSB des Gemisches aus beiden Komponenten als Abbauwert angegeben. 
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Formel 3: Berechnung des Biologischen Sauerstoffbedarfs (BSB)  
 
Formel 4: Berechnung des Abbaus in Prozent  
 
BSB  gemessener biologischer Sauerstoffbedarf in mg O2/mg Testsubstanz, 
ThSB  theoretischer Sauerstoffbedarf bzw. CSB in mg O2/mg Testsubstanz, 
(O2)T,n  Sauerstoffzehrung am Tag n im Ansatz mit Testsubstanz, 
(O2)B,n  Sauerstoffzehrung am Tag n im Blindansatz, 
(cT)  Konzentration der Testsubstanz in mg/l. 
 
Als leicht biologisch abbaubar gilt eine Testsubstanz dann, wenn sie innerhalb eines „10 
Tage-Fensters“, das ab dem Zeitpunkt eines 10%igen Abbaus beginnt, zu mindestens 60% 
abgebaut wird. 
 
9.2.1.2 Manometrischer Respirationstest (MRH nach OECD 301 F :1992) 
 
Herstellen des Mineralmediums 
Für die Herstellung des Mineralmediums werden vier unterschiedliche Stammlösungen 
hergestellt, aliquotiert und bei 4°C bis zum Gebrauch im Kühlschrank gelagert. 
Um die Haltbarkeit der Stammlösung D zu verlängern wird gegebenfalls 1 Tropfen 1 M HCl 
oder 0,4 g EDTA  hinzugeben. Sobald sich in den Stammlösungen Niederschläge bilden, 
sollten diese neu angesetzt werden. 
Diese Stammlösungen entsprechen den Stammlösungen des Closed Bottle Tests.  
Herstellen der Stammlösungen 
SUBSTANZ-STAMMLÖSUNG: 
 xx mg Substanz in H2O lösen, auf 100 ml auffüllen 
 
NATRIUMACETAT-STAMMLÖSUNG: 












  [%]   Abbau 
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 1000 mg in H2O lösen, auf 50 ml auffüllen
  
Behandlung des Inokulums 
Geräte: 
 Papier-Filter (S&S Faltenfilter 595 1/2, Schleicher & Schuell, Dassel) 




Am Tag des Testbeginns wird bei der Kläranlage eine Ablaufprobe entnommen und durch 
ein Papier-Filter filtriert. Diese wird dann bis zum Gebrauch belüftet.  
 
Ansatz der Testkulturen 
Jeder Testansatz enthält jeweils zwei Ansätze für die Testsubstanzen, eine 
Toxizitätskontrolle und eine Sterilkontrolle (Negativkontrolle). Hinzu kommen ein 
Dreifachansatz der Blindprobe und ein Dreifachansatz für die Qualitätskontrolle, so dass bei 
10 Testsubstanzen insgesamt 46 Ansätze vorbereitet werden. 
 
Durchführung: 
Pro Doppelansatz wird eine Testkultur mit dem Gesamtvolumen von 1 l vorbereitet, für die 
Tox- bzw. Sterilkontrollen wird eine Testkultur mit einem Gesamtvolumen von 500 ml 
vorbereitet und dementsprechend für die Blindwertansätze und Qualitätskontrollen ein 
Gesamtvolumen von 1,5 l.  
Den Kulturen der Testansätze wird 10 ml der A Nährlösung und je 1 ml der Nährlösung B, C 
und D zugegeben. Die Tox- und Sterilkontrollen erhalten 5 ml der Nährlösung A und 0,5 ml 
der Nährlosung B, C und D. In die Testkulturen der Qualitätskontrollen und Blindwerte 
werden 15 ml der Stammlösung A und 1,5 ml der Nährlösungen B, C und D hinzu gegeben. 
Somit ergibt sich für alle Ansätze eine Konzentration von 10 ml/l Nährlösung A und je 1 ml/l 
Nährlösung B, C und D. 
Die jeweils eingesetzten Substanzkonzentrationen richten sich nach dem ThSB. Dieser sollte 
bei 30 mg/l ThSB liegen und ist mithilfe der Strukturformel der Testsubstanz ausrechen zu 
lassen und einzuwiegen. 
Die Sterilkontrollen werden zusätzlich mit Natriumazid vergiftet, während hingegen die 
Testkultur der Toxkontrollen 5 ml und die Testkultur der Qualitätskontrolle 15 ml der 
Natriumacetat-Stammlösung enthalten.  
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Bis auf die Sterilkontrollen wird zu jeden Ansatz  am Ende Inokulum mit einer Konzentration 
von 80 ml/l hinzu gegeben. 
Die Menge an destilliertem Wasser ergibt sich aus dem Gesamtvolumen abzüglich der oben 
genannten zugegebenen Mengen an Inokulum, Natriumacetat bzw. Natriumazid, der 
Nährlösungen und der Stammlösungen.  
 
Befüllen der OxiTop Flaschen: 
Das Füllvolumen der OxiTop Flaschen beträgt standardmäßig 432 ml. Es wird jeweils aus 
einer 1 l Testkultur zwei OxiTop Flaschen mit einem 432 ml Überlaufkolben gefüllt. In jede 
Flasche wird ein Magnetrührstab gegeben und ein Gummiköcher aufgesetzt, in dem zwei 
Natriumhydroxid-Plätzchen zur Absorption des freigesetzten CO2 gegeben werden. 




Abbildung 89: Messsystem von WTW für den MRH. 
 
Mit Hilfe des Controllers werden die Ansätze gestartet (siehe Tabelle 12) und sofort im 
Thermoschrank temperiert. 
 
Typ:  BSB 28 d 
Startdatum:  00.00.2007 
Enddatum:  28.00.2007 
GLP:  aus 
Meßbereich in mg/l:  40 
AutoTemp:  ein 
Füllvolumen in ml:  432 
Tabelle 12: Einstellungen OxiTop Controller. 
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Gültigkeit des Tests 
Der Test kann als valide betrachtet werden, wenn 
 innerhalb von 14 Tagen ein mindestens 60%iger Abbau der Referenzsubstanz  
Natriumacetat erfolgt, 
 die Abbauwerte in den Parallelansätzen um weniger als 20 % voneinander abweichen 
(im Plateau am Testende oder am Ende des 10-Tages-Fensters), 
 in der Toxizitätskontrolle die Referenzsubstanz zu mehr als 25 % abgebaut wird (bei  
Werten unter 25 % gilt die Substanz als Inhibitor), 
 im Blindansatz der Sauerstoffverbrauch nach 28 Tagen nicht 60 mg/l übersteigt, 
 bei einem Abbau der Testsubstanz von unter 60 % der pH zwischen 6 und 8,5 liegt. 
 
Berechnung der Ergebnisse 
Die Berechnung der Ergebnisse erfolgt analog der Berechnungen für den CBT. 
 
Interpretation der Ergebnisse 
Als leicht biologisch abbaubar gilt eine Testsubstanz dann, wenn sie innerhalb eines „10 
Tage-Fensters“, das ab dem Zeitpunkt eines 10%igen Abbaus beginnt, zu mindestens 60 % 
abgebaut wird. 
Für manche Substanzen kann auch zusätzlich eine Bestimmung der Elimination des DOC 
erfolgen. Dazu verwendeten wir einen TOC 5000 von Shimadzu (siehe Abbildung 90). 
9.2.1.3 Bestimmung der Kohlenstoffelimination über den DOC 
 
 
Abbildung 90: Der TOC-5000 zur Bestimmung des gelösten Kohlenstoffs (DOC). 
 
 Experimenteller Teil  






In der analytischen Chemie gibt es verschiedene Summenparameter für Kohlenstoff-
verbindungen, von denen der gelöste organische Kohlenstoff (DOC) einer ist (siehe 
Abbildung 91). Der gesamte Kohlenstoff  (TC) einer wässrigen Probe setzt sich zusammen 
aus den gesamten anorganischen (TIC) und gesamten organischen (TOC) Bestandteilen.   
 
Abbildung 91: Summenparameter für Kohlenstoffverbindungen. 
Der TIC, oft auch als IC bezeichnet, umfasst gelöstes Kohlendioxid (CO2 aq. bzw. H2CO3), 
Carbonat (CO3
2-) und Hydrogencarbonat (HCO3
-). Der TOC gibt den in organischen 
Molekülen kovalent gebundenen Kohlenstoff an. Elementarer Kohlenstoff (z.B. Ruß) wird 
meist mitbestimmt und daher auch dem TOC zugerechnet. Der TOC lässt sich unterteilen in 
POC und NPOC. 
Der POC ist die Summe aller Kohlenstoffverbindungen, die mittels eines Inertgases (z.B. 
Stickstoff) aus der Lösung ausgetrieben werden können. Der NPOC hingegen umfasst jene 
Stoffe, die beim Ausblasen in der Lösung bzw. im Abfall bleiben. Er lässt sich aufteilen in den 
SOC (auch bezeichnet als NDOC = non dissolved organic carbon), der die Summe der 
suspendierten Kohlenstoffverbindungen umfasst und in den DOC, der die Summe der 
gelösten Kohlenstoffverbindungen wiedergibt. In der Praxis ist der DOC demnach der 
Kohlenstoffrückstand in einer wässrigen Probe, der nach Ansäuern, Ausblasen und einer 
Filtration mit einem 0,45 m Filter noch in Lösung verbleibt. 
Der DOC wurde mit einem TOC-Analyser (TOC 5000/ASI 5000 Version 3.10, Shimadzu, 
Duisburg siehe Abbildung 90) gemessen. Grundlage ist die Oxidation des organischen 
Kohlenstoffs zu Kohlendioxid. Die Probe wird in einer Verbrennungsröhre bei 680°C 
verbrannt und mit einem Trägergas (synthetische Luft, Flussrate 150 mL/min) in die 
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infrarote Strahlen, so dass aus Höhe der Absorption durch das Kohlendioxid auf die 
DOC-Konzentration der verbrannten Probe geschlossen werden kann. Der biologische DOC-







Dt    = Biologischer Abbau der Testsubstanz zum Zeitpunkt t 
DOC T,n = DOC im Testansatz zum Zeitpunkt t, in mg/l DOC 
DOC B,n  = DOC im Blindansatz zum Zeitpunkt t, in mg/l  
DOC T,n= 3h= DOC nach 3  0,5 h Inkubationsdauer im Testansatz, in mg/l  
DOC B,n= 3h  = DOC nach 3  0,5 h Inkubationsdauer im Blindansatz, in mg/l 
 
 
Die DOC-Bestimmung nach EN 1484 (1998) erfolgte am 1. Versuchstag vor Zugabe des 
Inokulums, zur 0. und 3. Stunde sowie am 1., 2., 5., 7., 9., 10., 12., 14., 16., 19., 21., 28. und 
30. Tag. An jedem Versuchstag wurde pro Testansatz ca. 20 ml Probevolumen  entnommen 
und in 50 ml PE-Falcons abgefüllt. Zur Entfernung des partikulären Kohlenstoffs wurden die 
Proben 30 min bei 4000 U/min zentrifugiert (Universal 32R, Hettich Zentrifugen) und der 
Überstand durch einen Spritzenfilter 25 mm Ǿ PTFE 0,45 µm Cellulose-Nitrat-Membranfilter 
mit einer Porenweite von 0,45 µm (Rohr, Göttingen) filtriert. Die ersten 0,5 ml des Filtrats 
wurden verworfen, um eventuelle lösliche Kohlenstoffrückstände des Filtermaterials 
abzutrennen. Das restliche Filtrat wurde in Glasröhrchen aufgefangen und sofort gemessen 
bzw. in 15 ml PE-Falcons abgefüllt und tiefgefroren für die spätere instrumentelle Analytik 
der Primärelimination.   
Bei der Kohlenstoff-Analytik durch den TOC-Analyser wurden die Proben vor der DOC-
Messung mit einigen Tropfen 2 N-Salzsäure (2 mol/L) angesäuert, um den anorganischen 
Kohlenstoff (TIC) in Form von Kohlendioxid auszutreiben. Unterhalb des so genannten m-
Werts bei pH 4,3 (Titrationssprung des Indikators Methylorange) hat sich das 
Carbonatsystem soweit ins Saure verlagert, dass im Wasser kein gelöstes HCO3
- mehr 
vorkommt. Einer Verfälschung der DOC-Analytik  durch Oxidation des anorganischen 
Kohlenstoffs wird dadurch verhindert.  
Mit Kaliumhydrogenphthalat wurde eine Kalibrierkurve im entsprechenden 
Konzentrationsbereich (0, 10, 25 und 50 mg/L DOC) erstellt (siehe Diagramm 45). Bei der 
automatischen DOC-Messung wurde jede Probe mindestens drei-, maximal fünfmal 
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ergibt, wurde automatisch der Mittelwert berechnet und dieser für die Kalibrierung 
verwendet.  
 
Diagramm 45: Kalibrierkurve von Kaliumhydrogenphthalat zur DOC-Messung. 
Das für die Kalibrierung verwendete Kaliumphthalat wurde vor dem Ansetzen der 
Stammlösungen eine Stunde bei 105°C im Trockenschrank getrocknet und anschließend für 
weitere 20 Minuten in den Exsikkator gestellt. Aus einem 1000er Standard (0,2125 g gelöst 
in 100 mL deionisiertem Wasser) wurden 10er, 25er und 50er Standards hergestellt. Diese 
wurden zum einen für die Kalibrierung verwendet. Zum anderen wurde während der 
Messung immer im Intervall von 6 Proben ein 10er, 25er oder 50er Standard eingefügt, um 
die Konstanz der Gesamtmessung bewerten zu können. Diese Standards für die interne 
Qualitätssicherung wurden jede Woche neu angesetzt.  
 
LC/MS- Analytik 
Für die Analytik standen Proben aus den Closed Bottled Tests (OECD 301D) und dem 
Manometrischen Respirationstest (OECD 301F) zur Verfügung. Die Ausgangssubstanzen für 
die Tests und Standards waren Syntheseendstufen vom DKFZ Heidelberg und der Chemcon 
GmbH.  
Alle Proben wurden mit HPLC in Kopplung mit UV/Vis-Detektion und Massenspektrometrie 
untersucht. Es wurde eine Agilent 1100 HPLC Anlage bestehend aus zwei Agilent G1312A 
Pumpen mit einem G1322A Degasser, einem Agilent G1329A Autosampler mit G1330A 
Thermostat, einem Agilent G1316A Säulenofen und einem Agilent G1321 UV/Vis Detektor in 
Kopplung mit einer Bruker Esquire 3000+ Ionenfalle verwendet. Die Analysen wurden mit 
einer C18ec Säule der Firma Macherey Nagel mit den Dimensionen 125/4 100-5 
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durchgeführt. Als Lösemittel wurde Ameisensäure (0,1Vol% in MilliQ) und Acetonitril (J. T. 
Baker, HPLC Grade) verwendet.  
Es wurde bei einem Fluß von 0,5 ml/min mit einem Gradienten (A: Ameisensäure, B: 
Acetonitril; 0 min 1 % B; 20 min 45 % B, 22,5 min 55 % B, 25 min 80 % B, 26 min 1 % B 
isokratisch bis 30 min) gemessen. Die Wellenlängen des UV/Vis Detektors wurden auf die 
jeweilige Substanz angepasst. Die Ionenfalle hatte eine Scanzeit von 0,2 s, es wurden 40 
000 Ionen gesammelt, der Scanbereich lief von 50 m/z bis 1000 m/z positiv/negativ 
alternierend. Es wurde mit ESI bei 350°C mit 12 l/min Stickstoff ionisiert. 
 
9.3 Zellkultur 
9.3.1 Passagieren der Zellen 
Die adhärent wachsenden Zellen WM-115 und WM 266-4 werden alle fünf Tage mit Hilfe von 
Trypsin abgelöst, verdünnt und in eine neue Zellkulturflasche überführt. Hierfür wird zuerst 
das Medium abgezogen, mit 8 ml PBS gewaschen und anschließend durch Zugabe von 2 ml 
Trypsin, welches sofort wieder abgezogen wird, die Zellen nach 5 Minuten abgelöst. Nach 
Zugabe von 10 ml frischem Medium wird die Zellzahl mittels dem CASY® bestimmt. Hierzu 
werden 50 µl der Zellsuspension entnommen und in ein CASY®-Röhrchen überführt. 
Die Identifizierung der humanen Zelllinien WM-115 und WM-266-4 erfolgten bei Dr. Wilhelm 
Dirks (DSMZ-Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 38124 
Braunschweig). Aus den Zellproben wird genomische DNA isoliert und mit Hilfe einer 
nonaplex PCR ein DNA-Profil von 8 hochpolymorphen Orten von Short Tandem Repeats 
(STRs) hergestellt. Ein Abgleich des Profils mit der Datenbank zeigte, dass sowohl die 
Zelllinie WM-115 als auch WM-266-4 authentisch sind. Die Proben der Zelllinien zeigten ein 
heterozygotes Profil und eine perfekte genetische Übereinstimmung mit den parentalen 
Zelllinien der ATCC (USA). 
9.3.2 Zellzahlbestimmung 
9.3.2.1 Mittels Casy® 
 
Die Bestimmung der Zellzahl von den adhärent wachsenden Zelllinien WM-115 und WM 
266-4 erfolgt mit einem Casy® Zellzählgerät. Zur Messung werden die Zellen in einem 
Elektrolyten suspendiert und mit konstanter Strömungsgeschwindigkeit durch eine Kapillare 
mit definiertem Querschnitt gesaugt. Während der Messung wird über zwei Platinelektroden 
eine Spannung an die Kapillarstrecke angelegt. Die elektrolytgefüllte Kapillare stellt einen 
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definierten elektrischen Widerstand dar. Beim Durchtritt durch die Kapillare verdrängt die 
Zelle eine ihrem Volumen entsprechende Menge der Elektrolytlösung. Da intakte Zellen in 
erster Näherung als Isolator betrachtet werden können, kommt es zu einer 
Widerstandserhöhung entlang der Kapillarstrecke. Diese Widerstandsänderung ist ein Maß 
für das Volumen der Zellen. Voraussetzung für dieses Verfahren ist, dass die Zellen die 
Messpore einzeln passieren. Aus den Einzelmessungen, die durch Zellen hervorgerufen 
werden die beim Durchtritt durch die Messpore ein Signal mit entsprechender Pulsfläche 
erzeugen, berechnet Casy® das Integral des Messsignals (Pulsflächenanalyse). Aus der 
volumenlinearen Originalverteilung wird eine durchmesserlineare Größenverteilung 




Ein Aliquot der Zellsubstanz wird mit Trypanblau im Verhältnis 1:1 gemischt  und unter das 
Deckgläschen der Neubauer-Zählkammer pipettiert. 
 
 
Abbildung 92: Neubauer-Zählkammer. 
Die Zellen in den jeweiligen Quadraten werden gezählt, wobei man zwischen lebenden, die 
ungefärbt sind, und toten Zellen, die anhand der Blaufärbung durch den Farbstoff erkennbar 
sind, unterschieden wird. 
Die Bestimmung der Zellzahl pro ml wird nach folgender Formel berechnet: 
 
kvmmlZellen *´*/   
 
  m´= Mittelwert 
  v = Verdünnungsfaktor 
  k = 1*104 (Volumen der Zählkammer) 
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9.3.3 Kultivierung der Zellinien WM-115 und WM-266-4 
Medium für WM-115 und WM-266-4: RMPI 1640 w/o Phenolred (Biochrom Berlin) 
2 mM sterilfiltriertes L-Glutamin (5 ml einer 200 mM Stammlösung) 
10 ml HEPES 
10 % FCS (PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach) 
Nach Zugabe von 5 ml L-Glutamin und 10 ml Hepes in das RMPI-Medium wird dieses gut 
durchmischt, 50 ml Medium abgezogen und 50 ml FCS, welches vorher hitzeinaktiviert 
wurde, zugegeben.  
Die humanen Melanomzelllinien stammen von ATCC© (USA). Sie wurden auf Mykoplasmen 
getestet. Beide Linien werden alle fünf Tage trypsiniert und 2 Millionen Zellen in 30 ml 
Medium in eine neue 75 cm2 Zellkulturflasche gegeben. Alle 48 h wird 2/3 des Mediums 
abgezogen und durch frisches Zellkulturmedium ersetzt. 
 
Wachstumsbedingungen:    WM-115:   34.5°C, 5 % CO2 
WM-266-4:  37°C, 5 % CO2 
 
9.3.4 Einfrieren von Zellen 
Um die Zellen zu lagern, wurden diese eingefroren. Hierbei wurden die adhärent 
wachsenden Zellen mittels Trypsin vom Boden der Kulturflasche abgelöst und ihre Zellzahl 
mittels dem CASY® bestimmt. Die Zellen wurden bei 120 g 8 min. abzentrifugiert, der 
Überstand verworfen und die Zellen in ihrem jeweiligen Medium, welches einen Anteil von 10 
% DMSO (Sigma, Taufkirchen) enthielt, resuspendiert. Aliquote von 5-6*10
6 
Zellen/ml 
Einfriermedium wurden in sterile Cryoröhrchen überführt und im Isopropanol-Bad mit einer 
Temperaturdifferenz von ΔT = 1°C/min eingefroren. Nach 48 h wurden die Zellen bei –190°C 
in flüssigem Stickstoff gelagert. 
 
9.3.5 Auftauen von Zellen 
 
Cryoröhrchen mit der Zellsuspension wurden aus dem Stickstoff genommen und umgehend 
in ein 37°C warmes Wasserbad gestellt, um ein zügiges Auftauen der Zellen zu 
gewährleisten. Nach Auftauen der Suspension wurde diese mit einer Pipette in 9 ml 
vorgewärmtes Nährmedium überführt und die Zellen bei 120g 8 min. abzentrifugiert. Das 
überstehende, DMSO-haltige Medium wurde abgenommen und verworfen. Die Zellen 
wurden in 10 ml Nährmedium resuspendiert und in eine kleine Zellkulturflasche überführt. 
Die jeweiligen Zellen wurden unter den spezifischen Kulturbedingungen inkubiert, bis die 
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Zellen einen konfluenten Monolayer bildeten. Nach ca. drei Wochen wurden die Zellen für 




Hierfür werden die humanen Melanomzelllinien WM-115 aus dem Primärtumor und WM- 
266-4 aus der Metastase verwendet.  Dazu werden 2x105 Zellen in ein Well einer 12-Well-
Platte ausgesät und unter zellkulturspezifischen Bedingungen wachsen gelassen. Nach 24 h 
wird mit einer Spitze einer 100 µl Eppendorf-Tip in den konfluent gewachsenen Zellrasen 
eine Wunde geritzt. Abgelöste Zellen werden mit serumfreiem Medium weggewaschen und 
neues Medium mit den zu testenden Substanzen in verschiedenen Konzentrationen 
zugesetzt. Die Zellen werden weiter inkubiert und nach 2, 4, 8 und 24 Stunden immer das 
gleiche Areal unter dem Phasenkontrastmikroskop fotografiert. Die unbehandelten Zellen 
haben die Wunde nach 24 h vollständig geschlossen. 
9.3.6.2 Platypus Oris®-Cell-Migration-Assay 
 
Für den Migrationsassay von Platypus werden die humanen Melanomzelllinien WM-115 und 
WM-266-4 verwendet. Bei Verwendung von WM-115 werden jeweils 80 000 Zellen, für WM-
266-4 70 000 in jedes Well ausgesät und unter zellkulturspezifischen Bedingungen 24 h 
wachsen gelassen. Nach der Inkubationszeit entfernt man die Seed-Stoppers vorsichtig mit 
dem Seed-Stopper-Tool und wäscht die Wells mit jeweils 150 µl serumhaltigem Medium. Die 
zu testenden Substanzen werden in 150 µl serumhaltigem Medium zugesetzt. Nach 22 h 
Inkubation wird der Endpunkt der Migration mit Hilfe eines Calcein-Assays bestimmt. Hierbei 
wird 75 µl Medium vorsichtig abgenommen und durch eine 75 µl Calcein-AM-Lösung von 10 
µM Calcein in PBS ersetzt, um eine Endkonzentration von 5 µM pro Well zu erreichen. Zur 
Herstellung der Calcein-AM-Lösung wird 1 mg Calcein-AM in 100 µl DMSO gelöst und in 
PBS entsprechend verdünnt. Die Inkubation mit Calcein erfolgt bei der spezifischen 
Wachstumstemperatur der jeweiligen Zelllinie. Zur Ermittlung des Endpunktes der Migration 
werden die Zellen 2.5 h  mit Calcein-AM inkubiert. Die Fluoreszenz wird an einem Multi-Well-
Reader (Synergy) bei einer Anregung von 485 nm und einer Messung der Emission bei 528 
nm bestimmt. 
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Abbildung 93: Schematischer Aufbau des Oris™ Cell Migration Assay. 
 
9.3.7 Zytotoxizität  
Zur Bestimmung der Toxizität der Saccharidmimetika wurde ein Sulforhodamin-Assay 
durchgeführt. Dieser färbt zuvor fixierte Proteine adhärent wachsender Zellen an und kann, 
nach alkalischem Wiederablösen des Farbstoffs bei 561 nm direkt im Photometer vermessen 
werden. 
 
Benötigte Lösungen:  
 Fixierlösung (95 % Ethanol, 5 % Essigsäure) 
 10 mM Tris 
  0,4 %ige Sulforhodamin B-Lösung in 1 %iger Essigsäure 
 1 %ige Essigsäure 
 
Die adhärent wachsenden Zellen werden in verschiedenen Konzentrationen in die wells 
einer 96-well Platte pipettiert und 24 h unter den zellspezifischen Kulturbedingungen 
inkubiert. Nach der 24-stündigen Inkubation wird das Medium gegen Medium ausgetauscht, 
in welchem die zu untersuchenden Saccharidmimetika in verschiedenen Konzentrationen 
gelöst sind. Nach der gewünschten Inkubationszeit wird das  Medium (200 µl) mitsamt nicht-
adhärenten Zellen vorsichtig abgezogen. Die adhärenten Zellen werden nach Zugabe von 
100 μl Fixierlösung innerhalb von 5 min bei –20° C am Boden der Wells fixiert. Nach der 
Fixierung zieht man die 100 µl ab und wäscht die Platte sehr vorsichtig fünfmal mit 
Leitungswasser. Nach dem Trocknen an der Luft gibt man 100 μl SRB-Lösung auf die 
fixierten Zellen und lässt die Platte 30 Minuten im Dunkeln stehen. Der Überstand wird 
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abgezogen und es wird mehrere Male mit 1 %iger Essigsäure gewaschen, bis die Lösung 
völlig klar erscheint. Die 96-Well Platte wird auf Zellstoff ausgeklopft und an der Luft 
getrocknet. Nach der Zugabe von 100 µl TRIS wird der Proteinfarbstoff unter Schütteln (5 
Minuten) herausgelöst. Die Messung der Extinktion erfolgt bei 561 nm mittels 




Waschpuffer: PBS ohne Ca2+/Mg2+ 
Fixierlösung: 4 % Formalin in PBS 
Boratpuffer:  Stock 20 mM Borsäure (1,22 g/l), 100 mM Natriumtetraborat (38,1 g/l, pH 8.5 
mit HCl oder NaOH). Gebrauchslösung: 0,01 M Verdünnung in Wasser 
 
Färbelösung: 0,01% Methylenblau  (0,05 g in 50 ml Boratpuffer)  filtrieren 
50 µl  je Well  (50 µl x 96 = 4,8 ml/Platte) 
 
Adhäsionspuffer: 
1 % BSA in PBS (ohne Ca2+/Mg2+) 
5 g BSA in 500 ml PBS.  
Extraktionsmittel: 
0,1 M HCl/Ethanol im Verhältnis 1:1 
 
Die Wells einer 96-Well-Platte werden mit je 50 µl Fibronectin (human, je 0,5 µg pro 50 µl) 
befüllt und abgedeckt über Nacht bei 4° C gelagert. 
Am nächsten Tag wird die Platte vorsichtig auf einem Stück Haushaltspapier ausgeklopft. 
Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen werden die Wells mit 200 µl Adhäsionspuffer 
befüllt und eine Stunde bei 37° C inkubiert. Danach wäscht man mit jeweils 200 µl PBS. 
Die adhärenten Zellen werden trypsiniert. Je 100 µl werden 4*104 Zellen benötigt. Die Zellen 
werden in SCFM mit dem zu untersuchenden Saccharidmimetikum aufgenommen und 60 
Minuten im Schüttler (500 rpm) bei der typischen Wachstumstemperatur inkubiert. Nach 
dieser kurzen Inkubationszeit werden die Zellen in die Wells der Kulturplatte pipettiert und 1 
h bei 37° C inkubiert. Nach Abkippen der Lösungen gibt man in jedes Well jeweils 100 µl der 
Fixierlösung Formalin und fixiert die Zellen 5 Minuten bei Raumtemperatur. Die Lösung wird 
vorsichtig abgekippt und bei RT an der Luft getrocknet. Nach dem Waschen mit 0.01 M 
Boratpuffer (je 150 µl/Well) gibt man 50 µl der Methylenblau-Lösung hinzu und lässt die 
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Kulturplatte 10 Minuten bei RT stehen. Nach der Anfärbung der Zellen mit dem Farbstoff 
wäscht man mehrmals mit Leitungswasser den überschüssigen Farbstoff weg, klopft die 
Platte vorsichtig auf Haushaltspapier aus und lässt jene an der Luft trocknen. Danach wird 
der Farbstoff durch Zugabe von 200 µl Extraktionsmittel 45 Minuten extrahiert.  Die Messung 
der Extinktion erfolgt bei 651 nm mittels Spektralphotometrie (μQuant, Bio-Tek Instruments, 
Inc., Winooski, VER, USA). 
 
9.3.9 Zymographie zum Nachweis von MMP-Aktivität 
Mittels Zymographie kann Gelatinase-Aktivität in serumfreiem Zellkulturmedium (SCFM) 
nachgewiesen werden. In gelatinehaltigen Gelen bauen die Gelatinasen Metalloproteine 2 
und 9 (MMP-2, MMP-9) Gelatine ab, wobei nach Coomassie-Färbung gelatinefreie Banden 
sichtbar werden.  
 
Durchführung: 
In einer 6-Well-Zellkulturplatte werden die adhärenten Zellen (WM-115 oder WM-226-4) 
ausgesät, wobei die Zellzahl bei 2*105 Zellen pro Well betragen sollte. Die Zellen werden 
unter den jeweiligen zellkulturspezifischen Bedingungen für 72 h wachsen gelassen, wobei 
der Zellrasen zu 90 % konfluent sein sollte. Nach der Inkubationszeit wird das Medium 
abgenommen und jedes Well mit je 5 ml SCFM dreimal gewaschen. In jedes Well gibt man 
nun 1 ml SCFM und inkubiert für weitere 2 h bei 37° C. Das serumfreie Medium wird 
abgenommen und die Wells mit jeweils 2 ml SCFM gewaschen. In jedes Well gibt man 
wiederum 1 ml SCFM (sowohl in der Kontrolle als auch mit den Analoga). Das zu 
untersuchende Saccharidmimetikum wird in SCFM gelöst, in das Well hineinpipettiert und 30 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor man die Zellen mit jeweils 50 µl Fibronectin 
stimuliert. Nach der Inkubation der Zellen bei 37° C für 4 h wird das Medium abgezogen, in 
ein Eppendorf-Tube überführt und bei -80° C gelagert. 
Am nächsten Tag werden die Proben bei 37° C schnell aufgetaut und sofort in Eis gestellt. 
Nun gibt man in jedes Eppendorf-Tube 50 µl Gelatine-Sefarose-4B bead suspension, dichtet 
die Tubes mit Parafilm ab und lässt sie bei einer Temperatur von 4° C für 2 h rotieren. 
Danach werden die beads bei 3000 rpm und 4° C für 5 Minuten in einer Hettich-Zentrifuge 
sedimentiert. Der Überstand wird abgezogen und das Pellet 2 x mit je 1 ml TRIS-Puffer mit 
20 µl Tween 20 gewaschen. Nach Zugabe von 30 µl Sample Buffer gibt man die Proben für 
30 min bei 37° C  in einen Schüttler. Von dem Weight Marker 500  (Color Plus Prestained 
Protein Marker P7790V, Broad range [7–175 kDa], Biolabs) werden 10 µl bei 95° C für 10 
min in den Schüttler gegeben. Alle Proben werden bei 4000 rpm für 5 Minuten bei 
Raumperatur zentrifugiert, der Überstand abgezogen und in ein 500  µl Tube überführt. 
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Vorbereitung des Gelatine-Gels: 
Zusammensetzung der Gele: 
 
 Trenngel (7.5%): 
10 mg Gelatine 
5 ml H2O 
2,5 ml 30 %ige Bisacrylamidlösung (Sigma, Taufkirchen) 
2 ml 5-fach Trenngelpuffer 
1 ml 1 % (w/v) SDS-Lösung (Sigma, Taufkirchen) 
100 µl 10 % (w/v) Ammoniumperoxidisulfat-Lösung (Merck, Darmstadt) 
10 µl TEMED (Sigma, Taufkirchen) 
 
 Sammelgel (3%), gelatinefrei: 
3,4 ml H2O 
600 µl 40 %ige Bisacrylamid-Stammlösung 
1,5 ml 4-fach Sammelgelpuffer 
600 µl 1 % (w/v) SDS-Lösung 
60 µl 10 % (w/v) Ammoniumperoxidisulfat-Lösung 
6 µl TEMED 
 
 Sammelgelpuffer 4-fach: 
12 g TRIS Base (Sigma, Taufkirchen) 
96 ml 1 M HCl 
Ad 200 ml mit H2O, pH 6.8 (HCl) 
 
 Trenngelpuffer 5-fach: 
45,4 g TRIS Base 
60 ml 1 M HCl 
Ad 200 ml mit H2O, pH 8.8 (HCl) 
 
 Probenpuffer 2-fach: 
200 mg SDS 
1 g Glycerin 
1 % (w/v) Bromphenolblaulösung 
Ad 10 ml mit H2O 
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 Laufpuffer 10-fach: 
30,3 g TRIS Base 
144 g Glycin 
10 g SDS 
Ad 1000 ml mit H2O, pH 8.3 (HCl) 
 
 Waschpuffer: 
2.5 % (w/v) Triton-X-100 
 
 Puffer zum Entwickeln des Gels: 
6,05 g TRIS Base 
8,766 g NaCl 
1,47 g CaCl2 
 
20 ml 1% (w/v) Brij 35 Lösung (Sigma, Taufkirchen) 
Ad 1000 ml mit H2O, pH 7,6 (HCl) 
 
 Coomassie Färbelösung: 
0,1 % (w/v) Coomassie Serva Blue R (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe) in 45 % (v/v) 
Ethanol und 10 % (v/v) Essigsäure 
 
 Entfärbelösung: 
10 % (v/v) Methanol 
10 % (v/v) Essigsäure 
 
Durchführung: 
Das Trenngel wird nach Zugabe von APS und TEMED zügig zwischen die zwei senkrechend 
stehenden Glasplatten der Gelapparatur pipeppiert und mit Wasser überschichtet. Nachdem 
das Gel auspolymerisiert  ist, wird nach Entfernen des Wassers das Sammelgel gegossen 
und ein Kamm geschoben, der für die Bildung der Probentaschen benötigt wird. 
Nach 30 min wird der Kamm vorsichtig entfernt und die Taschen mit Wasser gespült. Die 
Platten werden in die Laufkammer eingesetzt und umgehend mit Laufpuffer gefüllt. Nachdem 
die Proben (5 µl) in die Taschen des Gels pipettiert wurden, legt man eine Spannung von 
120 bis 150 V an. Die Elektrophorese ist beendet, wenn der Markerfarbstoff etwa 1 mm vor 
dem unteren Rand der Glasplatten angekommen ist. Danach werden die Gele vorsichtig von 
den Glasplatten getrennt und zwei Mal für jeweils 15 Minuten mit Waschpuffer auf einem 
Taumler gewaschen. Nach weiterem Waschen mit VE-Wasser werden die Gele bei 37° C im 
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Brutschrank für 48 h in Entwicklungspuffer inkubiert. Nach der Inkubation werden sie mit der 
Coomassie-Lösung für 20 Minuten gefärbt. Schließlich werden die Gele mit 
Methanol:Essigsäure:Wasser im Verhältnis 1:1:8 entfärbt. Die Aktivität der Gelatinasen 
werden nun anhand farbloser Banden auf dem blaugefärbten Gel sichtbar. Die Gele können 





Die 48-Well-Platte und das MatrigelR wird 24 h vor dem Test bei 4° C gelagert. Die Zellen 
werden mit TNF (40 ng/ml) oder VEGF (20 ng/ml) 24 h bei 37° C vorinkubiert. Das Matrigel 
(150 µl/well) wird auf die gekühlte Platte gegeben und 1 h bei 37° C auspolymerisiert. 
Jeweils 4x104 Zellen/Well werden in je 300 µl Endothelzellmedium + Wachstumsfaktoren 
(Promocell) mit oder ohne Analoga in definierten Konzentrationen dazugegeben. Die 
Inkubation erfolgt über Nacht (17 h) bei 37° C, die Auswertung des Assays über Photos wird 
quantitativ am PC bei der Firma S.CO LifeScience in Garching durchgeführt. 
 
9.3.10.2 „Tubing-Assay“ 
Für den Tubing-Assay wird das Zellpräparat-Kit der Firma TCS, Buckingham, UK verwendet. 
Die Zellen werden in 24-Well-Platten inkubiert und am Tag 0 Analoga in verschiedenen 
Konzentrationen und dem Wachstumsfaktor VEGF (20 ng/ml) dazugegeben. Das Medium 
wird an den Tagen 4, 7 und 9 jeweils gewechselt. Am Tag 9 wird das Medium abgenommen, 
die Zellen 1 x mit PBS gewaschen, die Platte 30 min mit 70 % EtOH bei RT fixiert, 1 x mit 
PBS gewaschen, 10 min in 100 % MetOH + 30 % H2O2  (40/1, v/v) blockiert, 1 x mit PBS 
gewaschen, und 30 min mit dem monoklonalen Antikörper CD31, 1:20 verdünnt inkubiert 
(CD31 färbt spezifisch EC’s an, Differentialfärbung zu Fibroblasten) , 3 x mit PBS 
gewaschen, 20 min mit biotinyliertem 2.Antikörper AB konjugiert inkubiert , 3 x mit PBS 
gewaschen, 20 min mit Steptavidin-HRP inkubiert, 3 x mit PBS gewaschen, 14 min mit 
DAKO AEC+ Substrat im Dunkeln inkubiert, mit Aqua bidest die Färbereaktion gestoppt, 3 x 
mit PBS gewaschen, 45 sec mit Hematoxilin gegengefärbt, 1-2 min mit Leitungswasser 
gespült, 3 x mit Aqua bidest gewaschen und zum Schluß die Präparate mit Eindeckmittel 
überschichtet. Die Auswertung erfolgt mikroskopisch. 
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Mikrotiterplatten mit 96 Wells mit ECM Komponenten Collagen Typ1, Fibronektin oder 
Laminin beschichtet, werden mit PBS gewaschen und jeweils 4 x 104 HBMEC-60 Zellen in 
100 µl/well in Endothelzellmedium (Promozell, Heidelberg) ohne FCS oder 
Wachstumsfaktoren aufgetragen. Die Zellen werden vorher mit oder ohne Strukturanaloga in 
entsprechenden Konzentrationen 30 min im Eppendorfgefäß vorinkubiert. Die Adhäsionszeit 
beträgt 30 min, danach wird die Platte 2 x mit PBS (+CaCl2 und MgSO4) gewaschen und 
anschließend die adhärenten Zellen in Fixierlösung (4 % Formalin in PBS) behandelt und die 
Präparate luftgetrocknet. Die Platte wird 1 x mit Boratpuffer (0.01 M Borat) gewaschen und 
anschließend mit 50 µl Färbelösung (1 % Methylenblau in Boratpuffer) 10 min bei RT 
inkubiert. Die luftgetrocknete Platte wird dann mit 200 µl/Well Extraktionspuffer (0.1 N HCl in 
EtOH absolut (1/1, v/v)) 30 min inkubiert und über die Absorption im ELISA-Reader im 
Bereich 550-650 nm die adhärierenden Zellen quantifiziert. 
Teilweise werden die Zellen mit TNF (40 ng/ml) 1 Tag vor dem Test vorinkubiert. 
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